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Nature et origine des lipides des plastoglobules 
Résumé 
 Les plastoglobules sont de petites particules localisées au niveau des plastes qui stockent des 
lipides neutres tels que les triacylglycérols (TAG), du tocophérol et des caroténoïdes. Leur nombre et 
diamètre changent en fonction de l’espèce de plante, du type de plaste, du stade de développement et 
des conditions environnementales. Dans les chloroplastes, les plastoglobules sont liés physiquement 
aux thylacoïdes par une monocouche de lipides polaires en continuité avec le feuillet externe des 
thylacoïdes. Ceci suggère qu’il y a une dynamique d’échange de métabolites tels que les lipides entre 
les deux compartiments. Cependant, la composition lipidique des plastoglobules est mal décrite. 
L’objectif de ce travail a été d’établir la nature exacte des lipides des plastoglobules en condition de 
culture standard par TLC/GC-FID suivie d’une étude par LC-MS/MS. Ces travaux ont montré que les 
plastoglobules sont composés majoritairement d’acides gras libres et de phytyls esters. En plus des 
lipides neutres, ils sont composés de galactolipides, de la PC et du PG de composition spécifique, 
riche en acides gras saturés, différente de celle des thylacoïdes et de l’enveloppe. Le deuxième objectif 
a été de définir l’origine des lipides des plastoglobules par l’étude de la cinétique de marquage des 
lipides en condition de stress. Ainsi, pendant le stress, une partie des acides gras issus de la 
dégradation des galactolipides des thylacoïdes sera à l’origine de la formation des phytyl esters puis 
stockée dans les plastoglobules. En conclusion, ces résultats suggèrent la présence de micro-domaines 
au niveau des thylacoïdes qui favoriseraient la formation des plastoglobules. 
Mots Clés : Plastoglobules, lipides, phytyl esters, acides gras libres, stress. 
 
 
Nature and origin of plastoglobules lipids 
Abstract 
 Plastoglobules are small lipoprotein particles localized inside plastids. They are surrounded by 
a monolayer of polar lipids, proteins and they store neutral lipids such as triacylglycerol, carotenoids 
and tocopherol. During plastid development or in response to stress conditions, plastoglobules increase 
in number and size along with thylakoids disintegration, and reciprocally, their number and size 
decrease while thylakoids are developing. Plastoglobules are surrounded by a leaflet contiguous with 
the thylakoid outer leaflet and therefore share a physical link with thylakoids. This connection 
suggests exchange of molecules between these two compartments. The protein composition of 
plastoglobules is well known. However, the lipid composition of plastoglobules is still unknown. 
Thereby, the aim of our study is, at first, to establish the nature and the origin of plastoglobules from 
Arabidopsis and pea leaves. Using TLC/GC-FID analysis and by LC-MS/MS we identified nature of 
the lipids composing the plastoglobules. Moreover, doing pulse and chase analysis during stress 
condition, we obtained information about the origin of plastoglobules lipids. Our results show that 
plastoglobules are composed in majority from neutral lipids, principally free fatty acids and phytyl 
esters. Moreover, plastoglobules contain polar lipids such as galactolipids and phospholipids (PC and 
PG) have a specific lipid composition different from the thylakoid leaflet and envelope. In addition, 
during stress conditions plastoglobules store phytyl esters coming from fatty acids of galactolipides in 
degradation. To summarize, the specific composition of plastoglobules suggest that microdomains 
might exist in thylakoids that would favor plastoglobule formation. 
 
Keywords: Plastoglobules, lipids, phytyl esters, free fatty acids, stress. 
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1. Définition générale et classification des principaux lipides 
Les lipides sont des composés organiques caractérisés par une solubilité nulle ou faible dans 
l’eau mais très élevée dans les solvants organiques non polaires tels que le méthanol, le chloroforme, 
l’acétone… Ils sont soit complètement apolaires (lipides neutres), soit bipolaires ou amphiphiles 
(lipides polaires). Les lipides sont le résultat d’une combinaison entre les acides gras et des fonctions 
alcool (glycérol, alcools à longue chaîne ou stérols). De par leurs propriétés physicochimiques, Les 
lipides peuvent former des structures lamellaires ou micellaires, constituants des membranes 
biologiques et des particules lipidiques. 
La fonction des lipides ne se limite pas à un rôle structural permettant de délimiter les 
compartiments cellulaires, ils sont également impliqués dans des processus vitaux tels que la 
signalisation (Bogdanov, 2002; Eyster, 2007) et le métabolisme (hormones, stéroïdes, médiateurs 
extracellulaires et messagers intracellulaires, vitamines liposolubles...). Ils sont aussi, bien sûr, un 
élément de stockage de l’énergie sous forme d’huile. 
1.1. Classification des lipides 
1.1.1. Les acides gras (AG) 
 Les acides gras sont des acides carboxyliques (R-COOH). Le groupement carboxylique est 
hydrophile alors que le radical (R) est une chaîne aliphatique de type hydrocarbure de longueur 
variable qui donne à la molécule son caractère hydrophobe (cf. figure I-1). 
 Ils peuvent être saturés ou insaturés. Selon leurs longueurs de chaîne on parle d’acides gras à 
courte chaîne (4-8 carbones), à longue chaîne (10-18 carbones) ou à très longue chaîne (≥20 carbones). 
Les acides gras les plus abondants dans les cellules eucaryotiques sont des acides gras à nombre pair 
de carbone, majoritairement des acides gras à 16 et 18 atomes de carbone avec des insaturations allant 
de 0 à 3 doubles liaisons, en position trans ou cis, ce qui confère une spécificité à chaque AG (cf. 
tableau I-1). 
Figure I-1: représentation en 3D de la molécule de l'acide palmitique 
(C16:0). 
La partie hydrophobe, ou queue, est composée de la chaine aliphatique 
composée d’atomes de carbone et d’hydrogène. La partie hydrophile, ou 
tête, est constituée du groupement carboxylique (COOH). 
Tête 
Hydrophile 
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Hydrophobe 
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 Les acides gras insaturés portent une ou plusieurs insaturations. La double liaison peut prendre 
une position cis ou plus rarement trans. Par exemple, chez les plantes, le phosphatidylglycérol 
présente l’insaturation en trans (trans-9-16:1) (Dubots et al., 2012). Synthétisés uniquement chez les 
plantes, l’acide linoléique (C18:2) et l’acide linolénique (C18:3) sont les acides gras polyinsaturés les 
plus abondants chez les plantes. 
Tableau I-1 : Récapitulatif des classes d’acides gras et de leur structure 
Acides gras 
Nom usuel/Nom 
physiologique 
Structure Chaîne aliphatique 
Saturés 
Acide caprylique 
(C8) 
 Courte chaîne 
(4-8carbones) 
Acide palmitique 
(C16) 
 
Longue chaîne 
(10-18 carbones) 
Acide béhénique 
(C22) 
 
Très longue chaîne 
(≥20 carbones) 
Monoinsaturé 
En cis 
Acide oléique 
(C18:1) 
 
Longue chaîne 
Monoinsaturé 
En trans 
Acide oléique 
(C18:1) 
 
Longue chaîne 
Polyinsaturé 
Acide linolénique 
(C18:3) 
 
Longue chaîne 
 
Les alcools estérifiant les acides gras définissent les principales classes de lipides. 
1.1.2. Les lipides simples (neutres) 
 Les lipides neutres sont des esters d’alcools et d’acides gras composés uniquement d’atomes 
de carbone, d’hydrogène et d’oxygène (tableau I-2). On distingue trois catégories différentes en 
fonction de la nature de l’alcool estérifié sur l’AG. 
a. Les Glycérides 
 Les glycérides sont des esters d’acides gras et de glycérol. En fonction du nombre d’acides 
gras estérifiés au glycérol, on trouve les monoacylglycérols (MAG), les diacylglycérols (DAG) et les 
triacylglycérols (TAG). Les TAG représentent la forme de stockage des lipides dans les cellules et une 
réserve d’énergie. 
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b. Les Cérides 
 Les cérides sont des acides gras estérifiés à des alcools à longue chaîne. Ils sont, en général, 
des alcools primaires, à nombre pair de carbones, saturés et non ramifiés. Ils constituent la majeure 
partie des cires animales (la cire des abeilles, le blanc de baleine…), végétales (le revêtement des 
feuilles, fruits, tubercules et des racines) et bactériennes (la paroi des bacilles). 
c. Les Stérides 
 Les stérides sont des esters d’acides gras et de stérols. Les stérols sont composés d’un noyau 
rigide à quatre cycles avec une ou plusieurs fonctions alcool. Il y a deux types de stérols : i. les stérols 
« libres » non estérifiés comme le cholestérol chez les animaux, le stigmastérol chez les plantes et 
l’ergostérol chez la levure. ii. Les stérols conjugués sont les stérols estérifiés, soit par un acide gras 
(les esters de stérols, SE), soit par un sucre (généralement du glucose) tels que les phytostérols 
glycosilés, le steryl glucoside (SG) et les acyls stéryl glycosides (ASG) (Axelos and Péaud-Lenoël, 
1982; Cacas et al., 2012). 
 Les stérols font partie des constituants principaux des membranes où ils ont un rôle 
fondamental dans la structure, la fluidité et la perméabilité de la bicouche membranaire (Czub and 
Baginski, 2006). En plus de leurs caractères structuraux, les stérols jouent un rôle important comme 
précurseurs de certaines vitamines et hormones (Munn et al., 1999; Mongrand et al., 2010). 
d. Les phytyl esters d’acides gras 
 Les phytyl esters d’acides gras (FAPE) sont le résultat de l’estérification d’un acyl-ACP sur le 
phytol (Ischebeck et al., 2006). Présents uniquement chez les plantes, les FAPE sont synthétisés et 
stockés au niveau des plastoglobules (Gaude et al., 2007). Ils jouent un rôle dans la protection contre 
l’effet d’un stress environnemental (Lippold et al., 2012). 
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Tableau I-2: Récapitulatif des lipides simples et de leur structure 
Classe lipidique Nom du lipides sructure 
Glycérides 
MAG 
 
DAG 
 
TAG 
 
Cérides Alcool gras 
 
Stérides 
Stérol libre 
(stigmastérol) 
 
SE 
 
Phytyls esters FAPE 
 
 
1.1.3. Les lipides complexes (polaires) 
 Les lipides complexes sont des lipides qui contiennent (en plus du carbone, de l’hydrogène et 
de l’oxygène) du phosphore, de l’azote, du soufre ou des oses (tableau I-3). On distingue les 
phosphoglycérolipides (ou phospholipides), les galactoglycérolipides (ou galactolipides) et les 
sphingolipides. 
a. Les Phospholipides 
 Les phospholipides sont des glycérolipides dont le glycérol est estérifié par deux acides gras 
en position (sn) 1 et 2 alors que la position 3 est estérifiée par un acide phosphorique donnant ainsi 
l’acide phosphatidique (PA). Ce dernier constitue le précurseur des phospholipides. 
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 Différentes molécules sont complexées au groupement phosphate du PA donnant divers 
phospholipides : 
o L’éthanolamine : phosphatidyléthanolamine (PE) 
o Le glycérol : le phosphatidylglycérol (PG) 
o La choline : la phosphatidylcholine (PC) 
o La sérine : la phosphatidylsérine (PS) 
o L’inositol : le phosphatidylinositol (PI) 
b. Les Galactolipides 
 Ce sont des glycérolipides polaires dont la position 3 du glycérol porte du galactose. Les 
galactolipides sont les composés majoritaires des membranes des thylacoïdes (92%) chez les 
organismes photosynthétiques (Moreau et al., 1998).  
 Les plus abondants sont : 
o Le Monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) : un seul galactose est lié au 
glycérol par une liaison osidique. 
o Le Digalactosildiacylglycérol (DGDG) : deux galactoses sont portés sur la 
position sn3 du glycérol. 
 Le sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG) fait partie des sulfolipides qui portent le 
sulfoquinovose, un désoxyose avec de l’acide sulfonique. 
 Par ailleurs, il existe d’autres galactolipides comme le Trigalactosyldiacylglycérol (TGDG) et 
le Tetragalactosyldiacylglycérol (TeGDG) qui sont synthétisés en abondance lors de stress abiotiques 
tels que le froid (Benning, 2009). 
c. Les Sphingolipides 
 Ce sont des lipides complexes dont l’acide gras est lié à une base sphingoïde telle que la 
sphingosine ou long chaine base (LCB), via une liaison amide. 
 Dans la famille des sphingolipides on trouve : 
o Les céramides : ils sont la combinaison d’une sphingosine avec un acide gras 
saturé souvent à très longue chaîne (>20). Ils sont les précurseurs de 
sphingolipides plus complexes. 
o Les glycosylinositol phosphorylcéramides (GIPC) représentent les 
sphingolipides majoritaires des plantes (64%) et des champignons. Les GIPC 
sont des molécules complexes, composées d’un céramide et d’une tête polaire. 
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Cette dernière est constituée d’un inositolphosphate et d’un groupement 
glycosyl pouvant aller jusqu’à 14 molécules de glucose (Buré et al., 2011, 
2013; Cacas et al., 2012). 
o Les sphingoglycolipides : il y a deux catégories présentes uniquement chez les 
animaux. 
 Les cérébrosides : ce sont des céramides dont la fonction alcool est liée 
à un oligosaccharide (Gal ou Glu), exemple, le glucosylcéramide ou 
Glucer. 
 Les gangliosides : ce sont des cérébrosides portant un ou plusieurs 
acides sialiques. 
 La structure de ces lipides ressemble à celle des glycérolipides. Ceci leur permet de s’insérer 
facilement dans les bicouches membranaires formant des micro-domaines (ou radeaux membranaires) 
spécialisés, riches en stérols et sphingolipides. (Alonso and Millán, 2001; Borner et al., 2005; Raffaele 
et al., 2009). 
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Tableau I-3: Récapitulatif des lipides complexes et de leur structure 
Classe lipidique Nom Structure 
Phospholipides 
Phosphatidylcholine 
(PC) 
 
Phosphatidyléthanolamine 
(PE) 
 
Phosphatidylinositol 
(PI) 
 
Phosphatidylglycerol 
(PG) 
 
Phosphatidylsérine 
(PS) 
 
Glyceroglycolipides 
Monogalactosyldiacylglycerol 
(MGDG) 
 
Digalactosyldiacylglycerol 
(DGDG) 
 
Sulfoquinovosylgalactosyldiacylglycerol 
(SQDG) 
 
Sphingolipides 
Céramide 
 
Glycosylinositol phosphorylcéramides  
(GIPC) 
 
CH3
NH
O ROH
O
CH3
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2. La spectrométrie de masse, une technique émergeante pour l’analyse des 
lipides  
Les lipides de plantes sont classiquement étudiés par chromatographie sur couche mince de silice 
(TLC). Cette technique permet de séparer les différentes classes de lipides, elle est éventuellement 
suivie d’une chromatographie gazeuse couplée à un détecteur à ionisation de flamme (GC-FID) où les 
molécules sont quantifiées. Les lipides peuvent aussi être analysés par chromatographie gazeuse 
couplée à un spectromètre de masse (GC-MS) ce qui permet d’identifier le lipide analysé grâce à la 
fragmentation MS. 
La spectrométrie de masse a une sensibilité de l'ordre du picomole et une résolution permettant de 
séparer les isotopes naturels d’un élément. Elle a également une rapidité d’analyse de l’ordre de la 
milliseconde compatible avec l’étude des mélanges de haute complexité tels que le protéome ou 
encore le lipidome (Fouillen et al., 2013). 
La spectrométrie de masse présente quatre avantages majeurs : 
 Une capacité à étudier de nombreuses molécules appartenant ou non à la même famille 
structurale 
 Une automatisation permettant de mettre en œuvre de grandes séries d’analyses 
 Une haute sensibilité 
 La possibilité de la coupler à des techniques séparatives 
L’inconvénient de la spectrométrie de masse : 
 Une quantification relative 
 Un coût élevé 
2.1. Principe de la spectrométrie de masse 
Le principe de la spectrométrie de masse réside dans la séparation de molécules chargées 
(ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z où m = masse de la molécule et z = nombre de 
charges portées par la molécule). La spectrométrie de masse permet de plus de caractériser la structure 
des molécules en analysant les ions issus de la fragmentation de ces molécules. 
L’échantillon à analyser est ionisé et injecté dans le spectromètre de masse. Ces ions sont alors 
soumis à des champs électriques et/ou magnétiques et suivent une trajectoire qui dépend de la valeur 
de leur  rapport m/z. 
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Tous les spectromètres, quelle que soit leur conception, fonctionnent selon les étapes 
suivantes : 
 Ionisation : au niveau de la source, l’échantillon est porté à l’état gazeux et ionisé.  
 Accélération : dans le but d’accroître leur énergie cinétique les ions extraits de la 
source sont accélérés et focalisés par un champ électrique (lentilles électroniques). 
 Séparation : les ions sont filtrés suivant leurs rapports m/z grâce à un champ 
magnétique ou électrique selon le type d’analyseur. 
 Détection : les ions séparés sont ensuite capturés par un détecteur qui les exprime en 
fonction de leur abondance relative et traduit l’information sous forme de spectre. 
 Traitement du signal : les données récupérées sont ensuite traitées avec des logiciels 
spécifiques, tels que Multiquant
®
, Analyste
®
… 
2.2. La spectrométrie de masse 
Les spectromètres de masse sont composés d’un ensemble de trois éléments (cf. figure I-2) : 
une source d’ionisation, un analyseur de masse et un détecteur d’ion.  
2.2.1. Les sources d’ionisation 
Au niveau de la source d’ionisation les molécules sont vaporisées et ionisées. Il existe deux types 
de source d’ionisation : les sources dures et les sources douces. Ces dernières sont les plus utilisées 
dans l’analyse des échantillons biologiques. 
a. Les sources d’ionisation dures 
Les sources d’ionisation dures génèrent souvent des ions à nombre impair d’électrons qui se 
fragmentent beaucoup ou totalement avant de sortir de la source. 
Plusieurs types existent dont la source à impact électronique utilisée pour les analyses en GC-
MS menées lors de cette étude. 
Figure I-2 : Composants d’un spectromètre de masse 
 
Source 
d’ionisation 
Analyseur Détecteur Traitement 
du signal    
Production d’ion en 
phase gazeuse 
Séparation des ions 
en fonction de leur 
rapport m/z 
Conversion du 
courant ionique en 
courant électrique 
Représentation des 
données dans un 
spectre de masse 
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 Source à impact électronique (EI) 
La méthode EI consiste à provoquer des collisions entre l’échantillon à l’état gazeux et un 
faisceau d’électrons ayant une énergie cinétique déterminée. L’ionisation électronique est classée 
parmi les méthodes dites « brutales » ou « cassantes » qui peuvent générer une répartition 
caractéristique de petits fragments mais brisent la molécule initiale. 
b. Les sources d’ionisation douces  
Les sources d’ionisation douces permettent d’ioniser une large gamme de molécules 
biologiques et d’analyser les molécules entières sans les détruire lors de l’ionisation. Plusieurs types 
d’ionisation douces sont connus, tels que la source d’ionisation MALDI (Matrix-assisted laser 
desorption ionization, Koichi Tanaka prix Nobel de chimie 2002) et la source d’ionisation à pression 
atmosphérique (API). Je vais détailler le fonctionnement la source d’ionisation électro-spray (ESI), car 
c’est la source utilisée lors de ce travail de thèse, qui est une source API parmi d’autres. 
 Electrospray ionization (ESI) 
L’ionisation par électrospray est une technique permettant de générer des ions dans une phase 
gazeuse à partir d’une phase liquide, sans dégradation des molécules, grâce au mécanisme de 
désolvatation et ionisation des molécules par électronébulisation (Hamdan and Curcuruto, 1991). Le 
premier modèle de formation d’ions à partir de gouttelettes multichargées a été mis au point par R.L 
Dole and J. Zeleny en 1970 puis amélioré par J.B Fenn en 1984 par le couplage de l’électro-spray à la 
spectrométrie de masse (Prix Nobel de chimie, 2002). 
Le principe de l’ESI se limite à trois étapes clés (figue I-3) : 
1) Production de gouttelettes multichargées  
 Lors de cette première étape, l’échantillon en solution est mélangé avec le solvant et conduit 
au travers d’un capillaire soumis à une très forte tension de 3-4 kV. Arrivé à l’extrémité du capillaire, 
le liquide est exposé à une différence de potentiel, ce qui génère des gouttelettes hautement chargées 
(nébulisat) (Meesters et al., 1992; Taylor, 1964). 
2) Fission des gouttelettes 
 La taille des gouttelettes formées est peu à peu réduite grâce à l’évaporation du solvant,  
jusqu’à ce qu’elles se déforment et subissent une fission par explosions coulombiennes. 
3) Formation d’ions en phase gazeuse 
 La procédure de fission est répétée jusqu’à évaporation complète du solvant et ainsi formation 
d’ions désolvatés mono ou multichargés. 
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2.2.2. Les analyseurs d’ions 
 Les analyseurs permettent de séparer les ions en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). 
On trouve plusieurs types d’analyseurs.  
 Dans ce manuscrit je vais détailler le principe de fonctionnement de deux types d’analyseur 
utilisés lors de ces travaux : 
a. L’analyseur à filtre quadripolaire (Q) 
Le quadripôle est constitué de quatre électrodes cylindriques en parallèle entre lesquelles un 
potentiel continu U et un potentiel alternatif V sont appliqués. Les ions qui entrent dans l’analyseur 
sont très légèrement accélérés sous l’effet du champ quadripolaire. Les deux potentiels U et V sont 
réglés de façon à ce qu’un seul type d’ion de rapport m/z choisi suive un chemin oscillant jusqu’au 
détecteur (cf. figure I-4) ; les autres ions heurtent les barres du quadripôle et ne sont alors pas détectés. 
Figure I-3: Schéma du principe de fonctionnement de l’ESI. 
Trois étapes sont nécessaires pour générer des ions mono ou multichargés : 1) formation de 
gouttelettes, 2) fission des gouttelettes, 3) Formation des ions chargés.  (tiré de la Thèse 
Ayciriex Sophie, 2010 )  
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Figure I-4 : Représentation schématique d'un quadripôle. 
Les ions partent de la source sous une tension continue (U ou –U), suivent un 
chemin oscillatoire et seuls les ions résonants arrivent au détecteur. (tiré de 
Mesures Physiques, Annecy Philippe Galez) 
Détecteur 
Ion en résonance 
Ion en non résonance 
Source 
Tension continue (U ou –U) 
Le quadripôle peut être couplé à d’autres analyseurs pour réaliser des expériences de 
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). En général, un premier analyseur sépare les ions, une 
cellule de collision permet de fragmenter les ions, et un second analyseur sépare les ions fragments. 
 
Dans cette étude, l’analyseur hybride utilisé est une combinaison de trois quadripôles dont un 
peut être utilisé en tant que quadripôle ou en trappe ionique (QTRAP). Je vais donc me focaliser sur la 
description de ce type d’analyseur. 
b. Triple quadripôle couplé à une trappe à ions (QTRAP) 
Le Q-TRAP est une combinaison d’analyseurs, il est composé de trois quadripôles (Q1, Q2 et 
Q3) placés en série, le 3
ème
 quadripôle pouvant être utilisé en trappe ionique. Le Q-TRAP permet 
d’effectuer des analyses de spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) et donc d’étudier le profil de 
fragmentation d’un ion précurseur d’intérêt. Les ions formés dans la source entrent dans un guide 
d’ion (Q0) qui les amène au premier analyseur. Ils sont filtrés et accélérés dans un premier quadripôle 
(Q1) et seuls les ions ayant un rapport m/z déterminé pourront entrer dans la cellule de collision (Q2) 
(cf. figure I-5). A l’intérieur de celle-ci, les ions sont dissociés par collision (CID : Collision-Induced 
Dissociation). Ce mécanisme provoque la rupture des liaisons covalentes et génère des ions-fils 
chargés ou neutres. 
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Ces ions-fragments sont sélectionnés et accélérés dans le troisième quadripôle (Q3) qui est un 
analyseur hybride combinant la fonction quadripôle à celle d’une trappe ionique (cette dernière 
fonction n’a pas été utilisée lors de ces travaux). 
 
 Les différents modes d’acquisitions dans un Q-TRAP  
Le Q-TRAP peut être utilisé soit en mode triple quadripôle (utilisé lors de cette étude), ou/et 
en mode trappe (non décrit car non utilisé pour cette étude).  
L’acquisition triple quadripôle se fait selon 4 modes différents en fonction des molécules 
analysées :  
1. Le mode d’acquisition MS/MS 
Avec ce mode d’acquisition, l’ion parent ayant une valeur de m/z choisie est sélectionné en 
Q1, fragmenté en Q2, et l’ensemble des ions-fils issus de la fragmentation est détecté en Q3. 
Le spectre obtenu montre ainsi l’ion-précurseur et l’ensemble des ions provenant de la 
fragmentation de l’ion-précurseur (cf. figure I-6) 
Figure I-5: Composition d'un Q-TRAP 5500 ABSciex. 
Les ions sont produits dans la source d’ionisation (TurboV
TM
) qui est une ESI puis transportés par le 
guide d’ions (Qjet
®
2) pour passer dans l’analyseur Quadripole ou la trappe linéaire puis arriver au 
détecteur (AcQurate
TM
). (www.absciex.com) 
 
Source 
d’ionisation 
 
Guide d’ions 
Q0 
 
Filtre à ions 
Q1 
 
Cellule de 
collision 
Q2 
 
Filtre à 
fragment 
Q3 
 Détecteur 
d’ions 
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2. Le mode d’acquisition « ion-précurseur » (precursor ion scan mode) 
Il s’agit de rechercher les ions-parents  qui ont généré un ion-fils d’un rapport m/z choisi. Les 
ions sont scannés en Q1, fragmentés en Q2 et seuls les ions de rapport m/z voulu passent en 
Q3. Les ions qui passent en Q1 sont détectés uniquement s’ils donnent un ion-fils qui passe en 
Q3 (cf. figure I-7). Le spectre obtenu représente ainsi tous les ions-parents générant un même 
ion-fils. 
 
3. Le mode d’acquisition « perte de neutre » (Neutral loss spectrum ; NL)  
Ce mode d’acquisition consiste à identifier tous les ions-parents qui, lors de la fragmentation, 
génèrent un même fragment neutre. Les ions sont scannés au niveau de Q1, fragmentés dans la 
cellule de collision (Q2) et filtrés en Q3. La différence de masse des ions filtrés entre Q1 et Q3 
doit correspondre à la masse de la molécule neutre perdue lors de la fragmentation dans Q2 
pour que les ions soient détectés (cf. figure I-8). 
Figure I-6 : Mode MS/MS 
Les ions sont filtrés au niveau du Q1 puis fragmentés dans le Q2. Seul l’ion-
précurseur et l’ensemble de ces fragments sont détectés. (http://dumas.ccsd.cnrs.fr) 
Figure I-7: Mode precursor ion scan (PIS). 
Les ions sont filtrés au niveau du Q1 puis fragmentés dans le Q2. Seuls les 
ions-précurseurs ayant généré les fragments sélectionnés au Q3 sont 
détectés.(http://dumas.ccsd.cnrs.fr) 
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4. Le mode d’acquisition « ions-produits » (multiple reaction monitoring ; MRM) 
 Ce mode est basé sur deux étapes. La première étape commence par la sélection d’un ion-
précurseur de m/z prédéfini dans le Q1. Par collision avec un gaz l’ion est fragmenté dans le Q2. 
Enfin, un fragment spécifique de l’ion-précurseur, de m/z prédéfini, est sélectionné dans le Q3 (cf. 
figure I-9). (Ce mode de scan est utilisé dans les analyses en HPLC-MS dans ce travail) 
 
2.2.3. Les détecteurs 
 Le rôle des détecteurs est de détecter les ions, de convertir le signal ionique en signal 
électronique et de multiplier ce dernier. Le principe du détecteur est basé sur la détection d’un courant 
d’ions et la génération d’un courant électronique suite à la collision de l’ion avec une surface. Il existe 
deux types de détecteurs : 1. Détecteur à multiplicateur d'électrons séparés. 2. Détecteur à 
multiplicateur d’électrons continus. Ce dernier est le détecteur utilisé lors de ce travail. 
 
 
 
Figure I-8: Principe du mode perte du neutre (NL). 
Les ions sont filtrés au niveau du Q1 puis fragmentés dans le Q2. Seuls les 
ions-précurseurs ayant perdu un neutre déterminé sont détectés.( 
http://dumas.ccsd.cnrs.fr) 
Figure I-9: Principe du mode MRM. 
Les ions-parents sont sélectionnés au niveau du Q1, fragmentés en Q2, et les ions-
produits sélectionnés en Q3. (http://dumas.ccsd.cnrs.fr) 
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3. La biosynthèse des glycérolipides 
 Chez les plantes supérieures, les étapes de la biosynthèse des glycérolipides ont lieu au sein de 
deux compartiments subcellulaires : les plastes et le réticulum endoplasmique (RE). Cette synthèse 
conduit à la formation des phosphoglycérolipides, galactoglycérolipides et triacylglycérols (TAG). 
 La première partie de la biosynthèse se déroule au niveau des plastes où est effectuée la 
synthèse des acides gras. La deuxième partie de la voie de biosynthèse a lieu dans le RE où la synthèse 
des phospholipides et des TAG est réalisée. La synthèse des galactolipides est réalisée dans le plaste, 
cependant, les précurseurs permettant la synthèse des galactolipides sont formés selon deux voies 
indépendantes en fonction de l’espèce végétale considérée (Somerville and Browse, 1991). Ainsi on 
distingue :  
1. les plantes dites plantes en 18:3, ou de type eucaryotique, chez lesquelles la synthèse des 
précurseurs a lieu au niveau du RE selon la voie du CDP-DAG et la voie de Kennedy 
(Roughan and Slack, 1982) à partir d’acyl-CoA et de glycérol-3-phosphate du cytosol. 
2. Les plantes dites plantes en 16:3, ou de type procaryotique, chez lesquelles il existe, en plus de 
la voie « eucaryotique », une voie de synthèse des précurseurs se déroulant dans le plaste à 
partir d’acyl-ACP et de glycérol-3-phosphate plastidiaux. Les galactolipides synthétisés à 
partir de cette voie contiennent des acides gras C16:3 (d’où le nom des plantes), alors que les 
galactolipides synthétisés selon la voie eucaryotique n’en contiennent pas. 
3.1. Synthèse des précurseurs des glycérolipides 
 La synthèse des glycérolipides se fait à partir d’acyl-ACP (acides gras couplés à une Acyl 
carrier protein ; ACP) qui sont estérifiés sur un squelette glycérol. 
3.1.1. La synthèse des acides gras 
 La synthèse des acides gras se déroule dans le stroma des plastes à partir de substrats carbonés 
provenant du cytosol. 
L’acétyl-CoA est la molécule de base de la biosynthèse des acides gras (cf. figure I-10) et sert 
à la synthèse du malonyl-CoA grâce à l’intervention de l’acétyl-CoA carboxylase. Le groupe malonyl 
est ensuite transféré du CoA vers un ACP par l’intermédiaire d’une malonyl-CoA : ACP transacylase. 
Les acides gras de 16 et 18 carbones sont synthétisés à partir de l’acétyl-CoA par le complexe 
enzymatique FAS (Fatty Acid Synthase) grâce au malonyl-ACP qui procure deux carbones à chaque 
cycle de l’élongation. 
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Les acyl-ACP néoformés sont saturés. Or, chez les plantes, 75% des acides gras sont insaturés. 
La première désaturation se déroule dans les plastes, grâce à la stéaroyl-ACP désaturase (SAD) ou ∆9 
désaturase, qui introduit une double liaison en cis sur le carbone 9 du 18:0-ACP (Lightner et al., 
1994). Ainsi, à l’issue de ces réactions de synthèse, trois acyl-ACP sont formés dans le plaste : le 
C16:0-ACP, le C18:0-ACP et le C18:1-ACP. D’autres insaturations seront introduites par différentes 
désaturases une fois l’acide gras intégré dans les glycérolipides. 
 Les acyl-ACP synthétisés sont ensuite hydrolysés par une acyl-ACP thioestérase (Dörmann et 
al., 1995; Dörmann et al., 2000) donnant ainsi, des acides gras libres au niveau de l’enveloppe du 
plaste. Ces acides gras sont ensuite estérifiés avec une molécule de CoA (Coenzyme A) grâce à une 
Figure I-10 : Synthèse des acides gras dans les plastes. (tiré de Li-beisson et 
al, 2010) 
La synthèse des acyl-ACP est le résultat de la succession d’une série de réactions de 
condensation, réduction, déshydratation et réduction à partir d’un acétyl-CoA et d’un 
malonyl-ACP. Les enzymes responsables de cette synthèse forment le complexe FAS 
(fatty acid synthase). 
ACS : acetyl-CoA synthase. ACC : acetyl-CoA carboxylase. KAS : ketoacyl-ACP 
synthase. KAR : ketoacyl-ACP reductase. HAD : hydroxyacyl-ACP dehydratase. ACP: 
acyl-carrier protein. (Reprise de Li-beison et al, 2010). 
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long-chain acyl-CoA synthase (LACS), puis exportés vers le RE (Ohlrogge and Jaworski, 1997) ou 
incorporés dans la PC au niveau de l’enveloppe plastidiale (Bessoule et al, 1995; Bates et al., 2007). 
Les acides gras sont donc présents dans le plaste sous forme d’acyl-ACP alors que dans les 
compartiments extraplastidiaux, ils sont complexés au Coenzyme A. 
 Nous venons de voir que la synthèse d’acides gras donne lieu à des acides gras à 16 ou 18 
atomes de carbone. Cependant les plantes sont aussi composées d’acides gras beaucoup plus longs, 
dits acides gras à très longue chaîne ou VLCFA. Ces derniers se trouvent principalement dans :  
- les cires des organes aériens (feuilles, fruits, tiges et fleurs). 
- les subérines des organes souterrains (racines, tubercules). 
- les TAG stockés au niveau des corps lipidiques des graines. 
- Les phospholipides de la membrane plasmique (5-10% des acides gras totaux). 
- les sphingolipides des micro-domaines de la membrane plasmique. 
 Les réactions d’élongations se font exclusivement dans le milieu extraplastidial notamment 
dans le RE grâce à des élongases. Ces dernières font partie d’un complexe multienzymatique, le FAE 
(Fatty acids enzyme) qui catalyse une série de réactions consistant en la condensation de deux 
carbones du malonyl-CoA sur l’acyl-CoA à allonger, suivie d’une réduction, d’une déshydratation et 
d’une nouvelle réduction (cf. figure I-11) (Bernard and Joubès, 2013; Domergue and Post-
Beittenmiller, 2000; Joubès et al., 2008). 
Figure I-11: Mécanisme d’élongation des acides gras (tiré de Bernard and 
Joubès, 2013). KCS :Ketoacyl-CoA synthase. KCR : Ketoacyl-CoA reductase. 
HCD : Hydroxy-CoA dehydratase. ECR : Enoyl-CoA reductase. 
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3.1.2. PA, DAG et CDP-DAG 
 La synthèse des glycérolipides fait intervenir comme premiers intermédiaires le lysoPA et 
l’acide phosphatidique (PA) (Athenstaedt et Daum, 1999) synthétisés grâce à des acyltransférases 
localisées dans le RE ou dans les plastes. 
a. Synthèse de l’acide phosphatidique (PA) 
 La synthèse du PA procaryotique se fait grâce à deux acyltransférases plastidiales spécifiques : 
une acetyl-CoA:glycerol-3-phosphate acyltransférase (GPAT, ATS1) localisée au niveau du stroma 
des plastes (Dubots et al., 2012; Joyard and Douce, 1977) et responsable de l’estérification du 
glycérol-3-phosphate (G3P) en position sn-1 par le C18:1-ACP pour donner le lysoPA (LPA) ;  une 
lysophosphatidic acid acyltransférase (LPAAT, ATS2) assure la deuxième acylation du glycérol au 
niveau de la position sn-2 par du C16:0-ACP. Cette enzyme est localisée au niveau de l’enveloppe des 
plastes (Andrews et al., 1985; Frentzen et al., 1983). Le PA ainsi produit est le précurseur de la 
synthèse des glycérolipides de type procaryotique (DAG, PG et des galactolipides ; Dubots et al., 
2012). 
 Le PA eucaryotique est, lui, synthétisé dans le RE par une GPAT et une LPAAT (Harwood, 
1998; Kim et al., 2005; Zheng et al., 2003) qui estérifient préférentiellement du C16:0-CoA ou C18:1-
CoA en position sn-1 et du C18:1-CoA en position sn-2. Ce PA est à l’origine des glycérolipides de 
type eucaryotique (DAG, PC, PI, PG, PE et PS) via la voie de Kennedy (Browse et al., 1986; 
Somerville and Browse, 1991). 
b. Synthèse du diacylglycérol (DAG) 
 Le DAG procaryotique résulte de la déphosphorylation du PA procaryotique par la PA-
phosphatase (PAP) localisée au niveau de la membrane interne de l’enveloppe des plastes. Cette 
enzyme est responsable de la dichotomie entre les plantes dites en C16:3 (contenant des lipides de type 
procaryotique) et les plantes dites en C18:3 (ne contenant que des lipides de type eucaryotique), 
puisque son activité est quasiment indétectable dans les plastes des plantes de type procaryotique ce 
qui conduit à l’absence de synthèse de galactolipides procaryotiques (le mutant act1 est déficient pour 
la synthèse des galactolipides procaryotiques, cette déficience étant compensée par une augmentation 
de la biosynthèse des lipides de type eucaryotique, Kunst et al., 1988). Ainsi, le DAG synthétisé dans 
les plastes est le substrat direct des galactolipides et du SQDG de type procaryotique (Joyard et al., 
1991). 
 En règle générale, le DAG eucaryotique est formé à partir du PA eucaryotique via une PAP 
(phosphatidic acid protein) localisée au niveau du RE. Cependant, une voie alternative a été 
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caractérisée lors d’une carence en phosphate. L’enzyme clé de la voie alternative est la PAH1/2, qui 
utilise le PA produit par la conversion de la PC grâce à la phospholipase D et le déphosphoryle en 
DAG. Ce dernier est pris en charge par les enzymes de synthèse des galactolipides de la voie 
eucaryotique. Une autre enzyme, la NPC (ou phospholipase C) est impliquée dans la conversion 
directe de la PC en DAG lors de la carence en phosphate (Han et al., 2006, 2007; Nakamura, 2013; 
Nakamura et al., 2009; Gaude et al, 2008). 
 Le DAG eucaryotique est ensuite le précurseur des phospholipides et celui des TAG 
(Chapman et al., 2012) (cf. figure I-12). 
c. Synthèse du cytidine diphosphate-diacylglycérol (CDP-DAG) 
Chez Arabidopsis, le CDP-DAG sert de précurseur pour la synthèse du PG et du PI (Li-
Beisson et al., 2010; Kopka et al., 1997). L’enzyme responsable de la synthèse du CDP-DAG est la 
CDP-DAG synthase ou cytidylltransférase. L’activité enzymatique de la CDP-DAG synthase a été 
localisée au niveau du plaste, de la mitochondrie et du RE (Beisson et al., 2003; Frentzen et al., 1983). 
Elle permet le transfert du CTP (cytidine triphosphate) sur une molécule de PA pour former le CDP-
DAG et du pyrophosphate. 
3.2. Synthèse des phospholipides 
 La synthèse des phospholipides se fait entièrement au niveau du RE mais le PG est  aussi 
synthétisé, grâce à une deuxième voie de biosynthèse, dans les plastes. Le PA est le précurseur de tous 
les phospholipides, via deux voies : 
1. la voie de CDP-DAG qui permet la synthèse des PG et PI. 
2. La voie de Kennedy qui permet la synthèse des PC, PE et PS. 
a. Synthèse du phosphatidylglycérol (PG) 
 La synthèse du PG est réalisée selon deux étapes à partir du CDP-DAG. La 
phosphatidylglycérol phosphate synthase (PGPS) permet de catalyser la formation de 
phosphatidylglycérol-phosphate (PGP) à partir de  CDP-DAG, le PGP est ensuite converti en PG 
grâce à l’action d’une PG-phosphate phosphatase (Andrews and Mudd, 1985). 
 Chez A. thaliana le PG est formé selon deux voies indépendantes dans le RE et dans les 
plastes. Ainsi, il existe deux isoformes de PGPS :  PGP1 localisée au niveau du plaste (et de la 
mitochondrie) et  PGP2 localisée au niveau du RE (Babiychuk et al., 2003; Müller and Frentzen, 
2001). 
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 Par ailleurs, des études de pulse and chase ont montré que le PG synthétisé dans les plastes a 
comme précurseur le PA 16:0/18:1 et que cette synthèse se fait entièrement au niveau de la membrane 
interne des plastes par la PGP1 (Andrews and Mudd, 1985). Le PG procaryotique porte en position sn-
2 le C16:0 qui est ensuite désaturé en trans au niveau du 3
ème
 carbone (C16:1∆3-trans) grâce à une 
désaturase plastidiale,  FAD4. 
b. Synthèse du phosphatidylinositol (PI) 
 Une seule voie de synthèse du PI est connue. Elle est catalysée par la PI synthase (PIS) qui 
permet le transfert d’un inositol libre sur du CDP-DAG pour donner du PI (Löfke et al., 2008). Deux 
isoformes localisées au niveau du RE et de l’appareil de golgi sont décrites : la PIS1 qui a plus 
d’affinité pour le CDP-DAG saturé et la PIS2 qui a une préférence pour le CDP-DAG insaturé. 
c. Synthèse de la phosphatidylsérine (PS) 
La synthèse de la PS chez les plantes n’est pas encore bien décrite. Chez Arabidopsis elle se 
ferait par échange de tête polaire à partir de la PE grâce à une PS-synthase (Li-Beisson et al., 2010). 
d. Synthèse de la phosphatidylcholine (PC) 
 La diacylglycérol cholinephosphotransferase (DAG-CPT) est l’enzyme qui catalyse la 
conversion du DAG eucaryotique en PC. La DAG-CPT permet de transférer la choline libre sur le 
DAG 18:1/18:1 (et DAG 16:0/18:1) formant ainsi de la PC 18:1/18:1 (et PC 16:0/18:1). Les deux 
acides gras de la PC sont ensuite désaturés grâce à  FAD2 qui donne ainsi la PC 18:2/18:2 (et la PC 
16:0/18:2) (Okuley et al., 1994) puis FAD3 qui donne alors de la PC 18:3/18:3. La PC 18:2/18:2 est 
spécifique du RE et est  le précurseur des galactolipides de type eucaryotique (voir synthèse des 
galactolipides). 
e. Synthèse de la phosphatidyléthanolamine (PE) 
Chez les plantes, la synthèse de la PE se fait selon deux voies : soit par intervention de la 
diacylglycérol ethanolamine phosphotransferase (DAG-EPT) qui ajoute l’éthanolamine sur le DAG 
(Choi et al., 2000) soit par décarboxylation de la PS grâce à la phosphatidylsérine décarboxylase 
(PSD) spécifique des plantes. 
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3.3. Synthèse des glycoglycérolipides 
 Les glycoglycérolipides regroupent les glycérolipides estérifiés avec des groupements 
osidiques tels que le galactose (MGDG et le DGDG) et les sulfolipides estérifiés avec un groupement 
sulfoquinovose (SQDG). 
 Le précurseur des galactolipides est le DAG. Il peut être d’origine plastidiale et donnera alors 
des galactolipides de type procaryotique avec du C16:3 estérifié en position sn-2 du glycérol, ou 
d’origine extraplastidiale et générer des galactolipides de type eucaryotique avec du C18:3 en position 
sn-2. Ces deux voies de biosynthèse se déroulent exclusivement au niveau de l’enveloppe des plastes 
(Boudière et al., 2014; Joyard and Douce, 1976). Le mécanisme permettant le transfert du DAG 
extraplastidial vers le plaste est encore mal connu. Plusieurs hypothèses sont émises, notamment : 
I. La PC désaturée (18:2/18:2 et/ou PC 16:0/18:2) serait transportée jusqu’à la membrane 
externe de l’enveloppe, où elle serait  convertie en DAG 18:2/18:2 (et DAG 16:0/18:2) grâce à 
la phospholipase D (PLD) et la PAH1/2 ou via la NPC4/5 (Xu et al 2005; Nakamura, 2013; 
Nakamura et al., 2009). 
II. La PC18:2/18:2 serait transférée vers les plastes sous forme de lyso-PC ce qui implique 
l’intervention d’une acyl-CoA:lysophospholipide acyltransférase ou phospholipase A2. La 
lysoPC serait alors transférée à l’enveloppe où elle serait ré-acylée par une lysoPC 
acyltransferase plastidiale (Bessoule et al., 1995; Mongrand et al., 2000) puis convertie en 
DAG grâce à la PLD et la PAH. 
III. Le transfert des lipides entre compartiments peut se faire par contact entre le RE et le plaste. 
Ainsi, le DAG qui a une forme hexagonale lui permet de créer une instabilité membranaire ce 
qui facilite le transfert membranaire entre les compartiments (Bessoule et al., 1995; Heinz, 
1977; Wilfling et al., 2013; Xu et al., 2008). 
 Le DAG dérivant de ces voies va alimenter le pool de DAG nécessaire à la synthèse des 
galactolipides (Anderson et al 2004). Cette synthèse se fait grâce à un complexe protéique : UDP-Gal-
dépendant, permettant d’ajouter un groupement galactose en position sn-3 du glycérol (Moellering and 
Benning, 2011). 
f. Synthèse du MGDG 
 L’enzyme capable de catalyser le transfert du groupement UDP-gal sur le squelette du DAG 
est la MGDG synthase (MGD1). Cette enzyme contient un peptide signal vers la membrane interne de 
l’enveloppe (Sarkis et al., 2014). Le site actif de l’enzyme est localisé du coté externe de l’enveloppe 
interne (Li-Beisson et al., 2010; Hölzl and Dörmann, 2007). Il existe deux homologues de MGD1, 
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MGD2 et MGD3, qui sont localisés  au niveau de la membrane externe de l’enveloppe et qui 
participent à la synthèse de MGDG en réponse à une carence en phosphate. 
g. Synthèse du DGDG 
 Deux formes de DGDG sont synthétisées chez les végétaux : 
1. La synthèse du βαDGDG se fait grâce à une DGDG synthase (DGD1 et DGD2) qui convertit 
le MGDG en DGDG. DGD1 et DGD2 sont localisées au niveau de l’enveloppe externe (Kelly 
et al., 2003). DGD1 a plus d’affinité avec le MGDG 18:0/18:0 tandis que DGD2 est spécifique 
du MGDG 16:0/18:1 et active principalement en conditions de carence en phosphate (Kelly 
and Dörmann, 2002). 
2. La synthèse du ββDGDG est réalisée à partir de deux MGDG grâce à la galactolipide : 
galactolipide galactosyltransferase (GGGT) codée par le gène SFR2 (Moellering et al., 2010). 
Cette réaction se fait au niveau de la membrane externe de l’enveloppe (Fourrier et al., 2008). 
Cette enzyme est aussi responsable de la synthèse des oligogalactolipides (tri- et tetra- 
galactosyldiacylglycerol) à partir du MGDG et de différents galactolipides accepteurs (DGDG 
ou TGDG) en condition de stress. Cette voie est déclenchée lors d’un gel afin de remédier à la 
réorganisation des membranes (notamment de l’enveloppe du chloroplaste). 
 Les acides gras des galactolipides sont ensuite désaturés grâce à différentes désaturases : 
FAD5 est responsable de la désaturation du C16:0 en position sn-2 du MGDG « procaryotique » alors 
que FAD6 et FAD7/8 introduisent respectivement une deuxième et troisième insaturation dans les 
chaînes acyls des MGDG et DGDG, indépendamment de leur position (Ohlrogge, 1995). 
h. Synthèse du SQDG 
 La synthèse du SQDG se fait au niveau de la membrane interne de l’enveloppe en deux 
étapes : il y a d’abord formation de l’UDP-sulvoquinovose (UDP-Sq) grâce à SQD1 (UDP-
sulfoquinovose synthase) qui catalyse une réaction de condensation de l’UDP-Gal avec du sulfite. Puis 
l’UDP-Sq est pris en charge par SQD2 (SQDG synthase) qui permet le transfert du sulfite sur le DAG 
18:1/16:0 et/ou DAG 16:0/16:0 (Shimojima, 2011). 
3.4. Synthèse des  triacylglycerols (TAG) 
Synthétisés au niveau du RE, les TAG sont une source de stockage de carbone dans les 
organismes vivants. Chez les plantes, ils sont stockés principalement dans les graines (cotylédons et 
albumen, dans des petites particules appelés « oléosomes » (Chapman and Ohlrogge, 2012)). Les 
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oléosomes sont formés par bourgeonnement de la membrane externe du RE durant l’accumulation des 
TAG entre les deux feuillets du RE (cf. figure I-12). 
 
La biosynthèse des TAG se fait via la voie de Kennedy (Bates and Browse, 2012) et fait 
intervenir trois étapes d’acylation et une déphosphorylation (Fan et al., 2011). La première acylation 
du G3P se fait grâce à la glycérol-3-phosphate synthase (GPAT) en position sn-1. Chez A. thaliana, la 
famille des GPAT contient huit gènes dont certains sont plutôt impliqués dans la synthèse de la cutine 
et de la subérine (Bates et al., 2009; Li-Beisson et al., 2009; Wendel et al., 2009). L’enzyme 
responsable de la deuxième acylation est la 2-lysophosphatidic acid acyltransférase (LPAAT) qui se 
fait au niveau de la position sn-2 du glycérol. Le PA ainsi formé subit ensuite une déphosphorylation 
par la phosphotidate phosphatase (PAP) pour donner le DAG. La troisième et dernière acylation qui 
génère le TAG à partir du DAG se déroule selon trois voies différentes en fonction de la source du 
donneur d’acyl : 
1. Le DAG peut être acylé en position sn-3 par une diacylglycérol acyltransférase (DGAT ; 
Cases et al., 1998 Voelker and kinney 2001) à partir du DAG extraplastidial et d’acyl-
CoA.(cf. figure I-12). 
Figure I-12 : Les voies de biosynthèse des TAG selon Bates et Browse, 2012. 
Les flèches bleues : la voie du DAG via les acy-CoA cytosoliques. Les flèches rouges : 
synthèse de la PC via le cycle de recyclage des acyl-ACP. Les flèches noires : synthèse 
des TAG via la voie du DGAT 
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2. Un acide gras en position sn2 d’une PC peut être transféré en position sn3 sur le DAG grâce à 
une phospholipide:diacylglycérol acyltransférase (PDAT ;Ståhl et al., 2004) pour former le 
TAG (cf. figure I-12). 
3. Enfin, un DAG pourrait être acylé à partir d’un autre DAG grâce à une 
diacylglycérol:diacylglycérol transacylase. Cette activité a été décrite chez le carthame 
(Stobart et al., 1997) mais les enzymes responsables de cette activité chez Arabidopsis n’ont 
pas encore été identifiées (Li-Beisson et al., 2013). 
4. Les plastes et les plastoglobules 
4.1. Les différents types de plastes 
Les plastes sont des organelles spécifiques des cellules végétales au sein desquels se 
produisent notamment les réactions de photosynthèse. Il est admis qu’ils proviennent d’un évènement 
d’endosymbiose ancestrale d’une cyanobactérie par une cellule eucaryote (Baum, 2013; McFadden, 
2014). Les plastes sont spécialisés selon le type de cellules dans lesquelles ils se trouvent et présentent 
une grande variété de structures et de fonctions. Les plastes sont issus de proplastes (cf. figure I-13), 
abondamment présents dans les tissus méristématiques. La destinée de ces plastes n’est pas définitive 
et des interconversions sont possibles. 
Figure I-13: schéma de différentiation des plastes (tiré de 
Jarvis and López-Juez, 2013) 
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Les proplastes contiennent uniquement un stroma dense et granuleux, des vésicules, quelques 
ribosomes, un ADN circulaire et deux membranes constituant l’enveloppe. 
Lors de la germination, les proplastes des cotylédons se différencient, en absence de lumière, 
en étioplastes qui contiennent la protochlorophyllide, pigment précurseur de la chlorophylle, ainsi que 
des corps pro-lamellaires qui sont à l’origine de la formation des membranes des thylacoïdes mais sont 
dépourvus de la machinerie de fixation de carbone (Jarvis and López-Juez, 2013). 
 En réponse à la lumière, les proplastes et les étioplastes se différencient en chloroplastes, 
sièges de la photosynthèse. 
 Les chloroplastes sont des organelles de 5 à 10 µm de diamètre (Jarvis and López-Juez, 2013 ; 
Staehelin, 1986). Ils sont composés de (cf. figure I-14) : 
 
 Deux membranes, une membrane interne et une membrane externe, séparées par un espace 
inter-membranaire, formant l’enveloppe. L’enveloppe délimite l’organelle, permet la 
régulation des échanges entre le plaste et les autres compartiments cellulaires, et joue aussi un 
rôle dans la synthèse des lipides. 
 Le stroma, un liquide intra chloroplastique dans lequel baigne l’ADN chloroplastique 
(circulaire), les protéines nécessaires à la transcription et la traduction, les protéines 
Plastoglobule 
Thylacoïdes 
Stroma 
Enveloppe 
Membrane plasmique 
Paroi 
Figure I-14 : Micrographie d’un chloroplaste de feuilles d’A. thaliana observé au 
microscope électronique à transmission. 
Chloroplaste 
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nécessaires notamment à la synthèse des acides gras et à l’assimilation du carbone, dont la 
Ribulose Bisphosphate Carboxylase Oxygenase (Rubisco)  
 Les thylacoïdes, un réseau de membranes contenant les pigments et protéines nécessaires à la 
photosynthèse au sein duquel se déroulent notamment les réactions d’oxydoréductions de la 
phase claire de la photosynthèse. Dans les chloroplastes matures, les thylacoïdes sont empilés 
en grana. 
 Les plastoglobules, des particules lipoprotéiques associées aux thylacoïdes et contenant des 
lipides neutres. Ils sont notamment le lieu de synthèse et de stockage du tocophérol (Vitamine 
E) (Vidi et al., 2006). Les plastoglobules sont plus précisément décrits dans la partie 4.3 de 
cette introduction. 
 En absence de lumière, les chloroplastes sont reconvertis en étioplastes (Sundqvist et al., 
1980) et perdent la chlorophylle (Jarvis and López-Juez, 2013). 
 Au cours de la sénescence les chloroplastes se différencient en gerontoplastes. Ces derniers 
sont riches en plastoglobules et ne contiennent plus que quelques thylacoïdes qui ne sont plus 
organisés en grana (Keskitalo et al., 2005). D’autres types de plastes sont présents dans divers organes 
de la plante : 
 Les leucoplastes sont dépourvus de pigment et sont présents dans les racines et les 
tissus non photosynthétiques (Jarvis and López-Juez, 2013). Généralement, ils ont une 
fonction de stockage de lipides (élaioplastes), de protéines (protéinoplastes)… 
Les amyloplastes : Accumulent de l’amidon. Ils sont présents dans les organes de 
réserves (tiges, tubercules, graines…). Ils peuvent être formés, de façon réversible, à 
partir des proplastes, des chromoplastes ou des chloroplastes en réponse à un stress. 
Les amyloplastes des racines sont appelés des statolithes. Ils sont localisés dans la 
zone apicale du méristème des racines et jouent un rôle dans la détection de la gravité. 
 Les chromoplastes sont riches en pigments non chlorophylliens (carotènes, 
xantophylle…) qui s’accumulent dans les plastoglobules (Tevini and Steinmüller, 
1985). Ils sont à l’origine de la coloration des pétales de fleurs, du péricarpe des fruits 
(tomates, poivrons…) et des racines (carottes, pomme de terre…). Ils dérivent soit 
directement de proplaste, soit d’amyloplastes, soit de la différenciation des 
chloroplastes (Jarvis and López-Juez, 2013). Par exemple, le changement de couleur 
lors de la maturation des tomates est le résultat de la différentiation des chloroplastes 
en chromoplastes (Cheung et al., 1993; Simkin et al., 2007). 
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4.2. Composition lipidique des membranes du chloroplaste 
Les membranes du chloroplaste (membranes externe et interne de l’enveloppe, et thylacoïdes) ont une 
composition lipidique spécifique. Ainsi, les thylacoïdes sont composés principalement de 
galactolipides alors que les membranes de l’enveloppe contiennent aussi une part importante de 
phospholipides (cf. Tableau I-4). Je décris ci-dessous la composition lipidique des membranes de 
chloroplastes des plantes en C16:3 et des plantes en C18:3. 
4.2.1. Composition lipidique de l’enveloppe : 
L’enveloppe est constituée de deux membranes, la membrane externe et la membrane interne. 
La composition lipidique de l’enveloppe plastidiale a été définie (Block et al., 2007; Dorne et al., 
1990) chez l’épinard. Globalement, la membrane externe de l’enveloppe est composée essentiellement 
de phospholipides (47%), principalement de phosphatidylcholine (32%), et de galactolipides (53%) 
(MGDG, DGDG et SQDG) (Block et al., 1983). Contrairement à la membrane externe, la membrane 
interne contient principalement des galactolipides (90%), et les phospholipides ne représentent que 
10% des lipides polaires totaux (Block et al., 1983). 
En ce qui concerne la composition en acides gras des différentes espèces lipidiques de 
l’enveloppe, elle diffère entre les plantes en C16:3 et les plantes en C18:3, notamment, bien sûr, par 
l’absence de C16:3 chez les plantes en C18:3 ne contenant que des lipides de type « eucaryotique » (cf. 
tableau I-5). 
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Tableau I-4 : Tableau récapitulatif des classes lipidiques dans les compartiments chloroplastiques et extra-chloroplastiques. 
 
Organelle mol % des lipides polaires mol % des Lipides neutres Référence Espèce 
 PC PI PG PE PA PS DPG DGDG MGDG SQDG TAG DAG SE   
Enveloppe totale 20 4 90 - - - - 30 32 6    
Douce and Joyard, 
1990 
Epinard 
Enveloppe externe 32 5 10 - - - - 29 17 6 
  
 
Enveloppe interne - 1 9 - - - - 29 55 5  
Thylacoïdes 3 2 7 - - - - 27 53 7    
Membrane externe de la 
mitochondrie 
60 12 3 25 - -  - - - -   
Membrane interne de la 
mitochondrie 
42 5 2 38 - - 13 - - - - -  
Réticulum endoplasmique 49.6 6.8 6.5 27.3 0.6 3.2 1.4 3.7 0.9 -    Moreau et al., 1998 Epinard 
Gouttelettes lipidiques 81 5 - 13 1 - - - - - 98.8 1 0.1 Millichip et al., 1996 Graines de tournesol 
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Les phospholipides de l’enveloppe : 
La PC est majoritairement composée de 18:3, 18:2, 18:1 et 16:0 (Siebertz et al., 1979). Cette 
composition est la même que celle du RE où se fait la synthèse de la PC via la voie de Kennedy. Le 
PG a une composition qui se rapproche de celle de la PC avec toutefois une différence, la présence de 
C16:1t dans le PG de type eucaryotique.  
Les galactolipides de l’enveloppe de plantes de type procaryotique : 
 Le MGDG est composé essentiellement de 16:3 et 18:3, le DGDG de 18:3 et 16:0, et le 
SQDG de 18:3 et 16:0. 
Les autres glycérolipides : 
- Le DAG a la même composition que celle du MGDG. 
- Le TAG a une composition très similaire à celle du DAG, avec toutefois une augmentation de 
la proportion de 18:2 et une diminution du 18:3. 
Tableau I-5 : Composition en acides gras (mol%) de l’enveloppe chez l’épinard (Siebertz et al., 
1979) 
 16:0 16:1 16:1t 16:2 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 
PC 20.5 1.3 traces traces 0.5 1.5 13.2 25.9 36.8 0.3 
PG 17.9 0.7 33.6 - 0.5 1 2 4.4.9 39.3 0.9 
DGDG 13.1 0.8 traces 0.3 5.1 1.7 5.1 5.9 68 - 
MGDG 5.2 0.7 - traces 17.3 1.2 2.3 3.2 68.9 - 
SQDG 44 traces - - 1.8 1.2 1.9 5 46.1 - 
TAG 5.5 0.6 0.5 traces 13.7 4.7 9 12.6 54.5 - 
DAG 5.7 0.8 1 traces 15.2 0.9 2.9 3.7 69.9 - 
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4.2.2. Composition lipidique des thylacoïdes : 
 Les thylacoïdes sont composés principalement de galactolipides (91%) (MGDG 58%, DGDG 
27% et SQDG 7%), et d’une seule espèce de phospholipides (cf. tableau I-4) : le PG (7%) (Dorne et 
al., 1990; Giroud and Siegenthaler, 1988). 
 Il a été démontré que chez les plantes en C16 :3 les MGDG sont composés de C18:3 (60%) et 
de C16:3 (30%) (Li-Beisson et al., 2010; Lightner et al., 1994) contrairement aux MGDG de plantes 
en C18 :3 qui contiennent du C18:3 en grande majorité (88%), et une minorité de C18:2 et C16:0 
(Andersson et al., 2001; Andrews and Mudd, 1985) (cf. tableau I-6). La composition du DGDG chez 
les plantes de type procaryotique et eucaryotique est similaire, avec une grande majorité de C18:3 (76 
et 66 % respectivement), un peu de C16:0 (13 et 19%) et de C18:2 (5 et 8%). 
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Tableau I-6 : Composition en acides gras (mol/%) des lipides polaires dans les feuilles d’A. thaliana 
(C16:3) selon Gaude et al., 2007  et Li-Beisson et al., 2010, et les feuilles de P. sativum (C18:3) selon 
Roughan and Boardman, 1972 
Espèces de plantes Lipides 16:0 16:1 16:2 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3 
Plante de type C16:3 
PC 
20.6 0.6 - - 2.7 4.4 38.8 32.1 
Plante de type C18:3 19 0 - - 4 6 50 21 
Plante de type C16:3 
PG 
20.7 33.5 - - 1.8 6 12.5 25.6 
Plante de type C18:3 51 6 - - 2 6 20 16 
Plante de type C16:3 
PE 
31.2 - - - 3.4 3.3 43 18.7 
Plante de type C18:3 25 0 - - 4 4 45 22 
Plante de type C16:3 
PI 
43.5 - - - 5.2 4.3 27 20 
Plante de type C18:3 41 0 - - 5 2 31 21 
Plante de type C16:3 
FFA 
47 3 1 1 36 4 3 4 
Plante de type C18:3         
Plante de type C16:3 
DGDG 
13.6 0.3 0.6 2.1 1.1 1.3 5 75.9 
Plante de type C18:3 19 0 - - 7 Traces 8 66 
Plante de type C16:3 
MGDG 
1.5 1.5 1.3 30.6 0.2 1.5 3.4 60 
Plante de type C18:3 3 0 - - Traces Traces 9 88 
Plante de type C16:3 
SQDG 
43.2    3.7 5.3 10.4 37.4 
Plante de type C18:3 30 0 - - 7 3 18 42 
Plante de type C16:3 
TAG 
53 4 5 8 23 1 2 6 
Plante de type C18:3         
Plante de type C16:3 
DAG 
60 5 8 3 17 1 5 2 
Plante de type C18:3         
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4.3. Les plastoglobules 
4.3.1. Définition et structure 
 Les plastoglobules sont des particules lipoprotéiques sphériques, d’un diamètre variant de 50 
nanomètres à quelques micromètres, localisées dans le stroma de la plupart des plastes (pour revue, 
Bréhélin et al., 2007) (cf. figure I-15). Ce diamètre varie selon les espèces de plante, le type de plaste, 
le stade de développement et les conditions environnementales. Les plastoglobules sont entourés par 
une monocouche de lipides polaires et contiennent des lipides neutres tels que les triacylglycérols, les 
prenylquinones et les caroténoïdes (Bréhélin et al., 2007). Des protéines y sont aussi associées 
(Bréhélin et Kessler, 2008). Une étude en tomographie de l’ultrastructure des plastoglobules a montré 
que l’hémimembrane qui entoure les plastoglobules est en continuité avec le feuillet externe des 
thylacoïdes et qu'ils sont donc physiquement liés aux thylacoïdes (Austin et al., 2006) (cf. figure I-15). 
B 
Pg 
gt 
st 
en 
am 
Pg 
st gt 
A 
Figure I-15 : Localisation des plastoglobules dans les chloroplastes. 
A. Micrographie d'un chloroplaste d'A.thaliana montrant des plastoglobules en contact avec 
les thylacoïdes. L’image à droite représente un zoom sur les plastoglobules. B. 
reconstitution tomographique des grana de thylacoïdes en contact avec les plastoglobules 
(tiré de Austin et al 2006). gt : grana de thylacoïdes, st :stroma, pg : plastoglobules, en : 
enveloppe, am : grain d’amidon. 
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4.3.2. Composition protéique 
 Le protéome des plastoglobules a été publié pour la première fois en 2006 par deux équipes 
indépendantes (Vidi et al., 2006; Ytterberg et al., 2006) puis complété par Lundquist et al. en 2012. 
Dans ce manuscrit je présente une revue (cf. annexe I) qui récapitule la composition protéique des 
plastoglobules. Cette revue a été publiée au cours de mon doctorat (Nacir and Bréhélin, 2013). 
Brièvement, trois catégories de protéines ont été identifiées : 
1. des protéines de structure telles que les plastoglobulines (PGL). 
2. des enzymes impliquées dans différentes voies du métabolisme des plastes, comme la 
tocophérol cyclase (VTE1) qui intervient dans la synthèse du tocophérol (vitamine E), la 
NAD(P)H déshydrogénase (NDC1), une caroténoïde cleavage dioxygenase (CCD4), des ABC 
kinases et les phytyls esters synthases (PES) impliquées dans la synthèse des phytyls esters, 
lipides trouvés dans les plastoglobules. 
3. des protéines sans fonction connue. 
4.3.3. Composition lipidique des plastoglobules 
 Contrairement à la composition protéique, la composition lipidique des plastoglobules n’est 
pas bien établie. Elle est variable selon le type de plastes. Dans les plastoglobules de chloroplastes, les 
lipides majoritairement identifiés sont les prénylquinones dont la plastoquinone, la phylloquinone 
(Vitamine K) et surtout le tocopherol (Vitamine E) (Vidi et al., 2006). Des traces de galactolipides et 
de phospholipides ont été détectées (Greenwood et al., 1963; Leggett Bailey and Whyborn, 1963), 
cependant la présence intrinsèque de galactolipides dans les plastoglobules est controversée, certaines 
études affirmant que les galactolipides détectés dans les plastoglobules proviennent en fait d’une 
contamination par les thylacoïdes (Tevini and Steinmüller, 1985). Plus récemment, les phytyls esters 
d’acides gras ou fatty acid phytyl esters (FAPE) ont été identifiés dans les plastoglobules (Gaude et al., 
2007). Ces derniers sont non seulement stockés mais aussi synthétisés au niveau des plastoglobules 
par les deux PES identifiées dans le protéome (Lippold et al., 2012). 
 Les plastoglobules des chromoplastes sont eux enrichis en esters de caroténoïdes (Deruère et 
al., 1994; Tevini and Steinmüller, 1985) alors que les plastoglobules des gérontoplastes accumulent 
des esters de caroténoïdes, des prénylquinones oxydés et des acides gras libres (Tevini and 
Steinmüller, 1985). 
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4.3.4. Fonction et rôle des plastoglobules 
 La présence, dans les plastoglobules, d’enzymes impliquées dans diverses voies de 
biosynthèse suggère que les plastoglobules  ne sont pas de simples particules lipidiques de stockage de 
lipides, mais des particules « actives » participant au métabolisme des plastes. 
1. Synthèse des prenylquinones et réponse au stress oxydant 
 L'implication des plastoglobules dans la tolérance au stress est illustrée par les nombreux 
travaux décrivant, chez diverses espèces végétales, une augmentation en taille et/ou en nombre des 
plastoglobules en réponse à différents stress abiotiques tels que des stress hydriques ou salins, des 
stress lumineux, des conditions de carence, l'exposition à des métaux lourds, etc. (pour revue, voir 
Bréhélin et Kessler, 2008). Les plastoglobules stockent une grande quantité d’antioxydants tels que les 
prenylquinones (tocophérol, phylloquinone, plastoquinone…) (Tevini and Steinmüller, 1985). Parmi 
eux, le tocophérol a un rôle essentiel dans la protection contre la peroxydation des lipides et la photo-
inhibition du photosystème II. Alors que la synthèse du tocophérol a lieu en grande partie au niveau de 
la membrane interne de l’enveloppe des chloroplastes,  une étape, catalysée par la tocophérol cyclase 
(VTE1), est réalisée au sein des plastoglobules (Vidi et al., 2006). Ceci suggère fortement que les 
plastoglobules participent activement à la photo-protection des membranes du plaste contre le stress 
oxydant. 
2. Synthèse des phytyl esters d’acides gras «fatty acid phytyl ester ; 
FAPE» et rôle dans la sénescence 
Lors de la sénescence, ou en réponse à certains stress abiotiques induisant la sénescence, tels 
que la carence en azote, il est observé une augmentation en nombre et en diamètre des plastoglobules, 
accompagnée d’une dégradation des thylacoïdes (Gaude et al., 2007). Ce type de stress provoque la 
dégradation de la chlorophylle a en chlorophyllide a et en phytol grâce une chlorophyllase (Ischebeck 
et al., 2006). La chlorophyllide qui a des propriétés photo-toxiques est rapidement catabolisée alors 
que le phytol, potentiellement toxique, va être au moins en partie utilisé dans la synthèse des FAPE 
grâce aux phytyl ester synthases (PES) localisées au niveau des plastoglobules (Lippold et al., 2012). 
Ces enzymes permettent en effet l’estérification d’un acyl-ACP sur le phytol conduisant à la formation 
de FAPE (cf. figure I-16). L’activité des PES ne se limite pas seulement à la synthèse des FAPE mais 
permet aussi la synthèse des TAG par estérification d’un acide gras sur du DAG (Lippold et al., 2012). 
Ainsi, les plastoglobules semblent jouer plusieurs rôles, dont celui de réservoir des catabolites 
issus de la dégradation des thylacoïdes, celui de protection des thylacoïdes et celui de la synthèse des 
TAG chloroplastiques. 
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3. Maturation des plastes : exemple de la chromoplastogenèse 
 Lors de la maturation des chloroplastes en chromoplastes (chromoplastogenèse) des 
isoprénoïdes tels que les caroténoïdes sont accumulés dans les plastoglobules (Siddique et al., 2006). 
Les caroténoïdes sont à l’origine des couleurs des pétales des fleurs, des fruits et des racines 
(Schweiggert et al., 2011). Les plastoglobulines, semblent jouer un rôle dans la transition des 
chloroplastes en chromoplastes. En effet, la surexpression d’une plastoglobuline dans un plant de 
tomate induit une accumulation accrue de caroténoïdes (Simkin et al., 2007), alors que la réduction de 
son expression induit une diminution de la quantité de caroténoïdes dans les fleurs (Leitner-Dagan et 
al., 2006). Par ailleurs,  des protéines impliquées dans l’anabolisme et le catabolisme des caroténoïdes 
ont été identifiées dans les  plastoglobules de chromoplastes, telles que la « carotenoid cleavage 
protein » (CCD), la ζ-carotène désaturase (ZDS), la lycopène β-cyclase et les β-carotène β-
hydroxylases ( Ytterberg et al., 2006). Ceci suggère qu’en plus du rôle de stockage des carotènes, les 
plastoglobules sont activement impliqués dans le métabolisme des caroténoïdes. 
4.4. Dynamique d’échange des molécules entre les plastoglobules et les 
autres compartiments du plaste 
Plusieurs études, principalement cytologiques, ont conduit à l'idée que les plastoglobules jouent le 
rôle de réservoir de lipides du chloroplaste, et stockent les lipides nécessaires au développement des 
thylacoïdes ainsi que ceux issus de la désintégration des membranes thylacoïdales : i) les étioplastes, 
aux thylacoïdes peu développés, ont plus de plastoglobules que les chloroplastes, mais l’abondance 
des plastoglobules diminue durant la biogenèse des thylacoïdes (Lichtenthaler, 1968; Lichtenthaler 
and Peveling, 1966; Lichtenthaler and Sprey, 1966). ii) durant la dégradation des thylacoïdes des 
plastes sénescents, le nombre et la taille des plastoglobules augmentent (Ghosh et al., 2001; Guiamét 
Figure I-16: Schéma de la voie de biosynthèse des phytyl esters d'acides gras (FAPE) à 
partir des acyl-ACP et du phytol issu de la dégradation de la chlorophylle a. 
Chlorophyllase 
Chlorophyllide a 
Phytol 
Phytyl ester synthase 
Phytyl esters d’acides gras 
Acide gras (Acyl-ACP) 
H
2
O 
Chlorophylle a 
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et al., 1999; Kaup et al., 2002; Lichtenthaler, 1968); iii) plusieurs mutants de biogenèse des 
thylacoïdes montrent une accumulation accrue de plastoglobules (Kroll et al., 2001; Rudella et al., 
2006), iv) des catabolites de protéines de thylacoïdes ont été détectés dans les plastoglobules (Ghosh et 
al., 2001; Guiamét et al., 1999). L'idée d'une relation fonctionnelle entre membranes thylacoïdales et 
plastoglobules a récemment été confortée par l'étude de l'ultrastructure des plastoglobules réalisée par 
Austin et al. (2006). Les auteurs montrent que les plastoglobules sont physiquement reliés aux 
thylacoïdes, ce qui permettrait un libre passage de molécules entre les plastoglobules et les thylacoïdes 
(cf. figure I-17). 
 
 D’autres mécanismes suggèrent l’existence d’un transit de métabolites entre les plastoglobules 
et les thylacoïdes, et l’enveloppe. Ainsi, la synthèse du tocophérol, comme celle des caroténoïdes, fait 
intervenir des enzymes localisées dans les plastoglobules, les thylacoïdes et/ou l’enveloppe, ce qui 
implique un transport de métabolites entre ces différents compartiments. Différents mécanismes de 
transport des lipides de l’enveloppe vers les thylacoïdes ont été proposés. Des études ont par exemple 
montré la présence d’une protéine appelée VIPP1 (vesicle-inducing protein in plastids) qui serait 
impliquée dans le transport vésiculaire. Localisée au niveau des thylacoïdes et de l’enveloppe, VIPP1 
se lie aux lipides et jouerait un rôle important dans la biogenèse des thylacoïdes et l’assemblage du 
complexe photosynthétique (Nordhues et al., 2012; Zhang and Sakamoto 2015). Par ailleurs, les 
plastoglobulines pourraient aussi être elles-mêmes impliquées dans le transfert des lipides car au 
Figure I-17 : Modèle de structure et composition des plastoglobules 
liés à des thylacoïdes. 
Les plastoglobules sont composés de protéines, d’une monocouche de 
lipides polaires et des lipides neutres au centre. Les protéines sont 
représentées par les motifs en couleur. (tiré de Bréhélin and Kessler 2008) 
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moins certaines d’entre elles possèdent un motif lipocaline qui a la propriété de lier et transporter de 
petites molécules hydrophobes (Rottet et al. 2015). 
5. Projet de recherche 
 Nous venons de voir que les plastoglobules sont impliqués dans la réponse de la plante à un 
stress. Notamment, face à un stress, les plastoglobules augmentent en nombre et/ou en largeur, alors 
que les thylacoïdes se désagrègent, ce qui laisse supposer que les plastoglobules sont des réservoirs de 
métabolites provenant des thylacoïdes. 
Le travail présenté dans cette thèse s’inscrit dans le cadre d’un projet financé par la région Aquitaine 
dont l’objectif général est de préciser le rôle des plastoglobules dans la réponse à un stress abiotique,  
d'identifier les mécanismes responsables de la formation des plastoglobules, et de comprendre 
comment, en réponse à un stress, les lipides des membranes photosynthétiques sont dégradés puis 
stockés dans les plastoglobules. 
Bien que plusieurs travaux décrivent la présence de différents lipides dans les plastoglobules (pour 
revue cf. Bréhélin et Kessler, 2008), la composition lipidique complète des plastoglobules n'est 
toujours pas précisément établie. Dans ce contexte, la première partie de ce travail de thèse consistera 
en la description la plus précise possible de la composition lipidique des plastoglobules en conditions 
de culture standards. 
Pour cela, des plastoglobules de feuilles d’A. thaliana et de P. sativum seront purifiés et les lipides 
seront analysés avec des techniques dites « classiques », puis avec une technique plus émergeante de 
spectrométrie de masse d’une meilleure sensibilité. Cette partie du projet a été réalisée au sein de la 
plateforme lipidomique du le centre de génomique fonctionnelle de Bordeaux (CGFB). 
 Dans un deuxième temps, nous chercherons à vérifier si les galactolipides des thylacoïdes sont 
effectivement convertis en TAG en réponse à un stress. Pour cela, la formation des plastoglobules sera 
étudiée en suivant le devenir des galactolipides des membranes thylacoïdales en réponse à un stress 
grâce à des expériences de "pulse chase".  Dans cette optique, les lipides sont marqués 
radioactivement et la cinétique de marquage de ces lipides est étudiée, d’abord lors d’un stress 
modulable « doux » par le cadmium, ensuite, par une carence en azote, un stress plus fort mais à effet 
réversible. 
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Chapitre1 : Etude de la composition lipidique des 
plastoglobules chez les plantes d’origine 
métabolique procaryotique (C16:3) et 
eucaryotique (C18:3) 
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1. Introduction 
 Bien que plusieurs travaux décrivent la présence de différents lipides dans les plastoglobules 
(pour revue cf. Bréhélin and Kessler, 2008), la composition lipidique complète des plastoglobules n'est 
toujours pas précisément établie. En plus de prenylquinones (Lohmann et al., 2006; Vidi et al., 2006), 
les plastoglobules contiennent une quantité importante de triacylglycérols et quelques acides gras 
libres, entourés d'une monocouche de phospholipides (Tevini and Steinmüller, 1985). Concernant les 
galactolipides, les études réalisées montrent qu'ils sont soit absents des plastoglobules, soit présents 
mais en faible quantité (Greenwood et al., 1963; Leggett Bailey and Whyborn, 1963; Lichtenthaler, 
1968; Tevini and Steinmüller, 1985). Par ailleurs, Kaup et al., 2002 ont montré que les acides gras 
majoritaires associés aux TAG et phospholipides sont les acides palmitique (C16:0), linoléique 
(C18:2) et linolénique (C18:3). La première partie de ce travail consistera en la description la plus 
précise possible de la nature des lipides associés aux plastoglobules. Pour cela deux modèles de plante 
ont été choisis : 
 Un modèle de plante à voie métabolique de type procaryotique (plante en C16:3), A. 
thaliana, chez laquelle plusieurs travaux de caractérisation des plastoglobules ont déjà été 
réalisés (Austin et al., 2006; Besagni et al., 2011; Vidi et al., 2006). 
 Un modèle de plante à voie métabolique de type eucaryotique, P. sativum (P. sativum) 
comme plante représentative des espèces en C18:3. Ce choix est justifié par l’aspect 
pratique de la culture du P. sativum, en effet, cette plante a une croissance rapide. 
 Les plastoglobules de plants d'Arabidopsis ou de pois cultivés en conditions standard sont 
isolés comme précédemment décrit (Lohmann et al., 2006; Vidi et al., 2006; Gaude et al., 2007) et leur 
pureté vérifiée par immunoblot. Le contenu lipidique des plastoglobules est alors déterminé par 
chromatographie sur couche mince et chromatographie en phase gazeuse : les lipides neutres et 
polaires des plastoglobules (ainsi que ceux des thylacoïdes) sont extraits et analysés par 
chromatographie sur couche mince. Les diverses classes de lipides (e.g. phospholipides, di-, tri-
glycérides, galactolipides,...) ainsi séparées sont extraites des plaques et, après transestérification, les 
méthyls esters d'acide gras sont analysés et quantifiés par chromatographie en phase gazeuse. 
2. Purification des plastoglobules de feuilles d’A. thaliana (C16:3) et de P. 
sativum (C18:3) 
 En fonction de la pureté et du rendement souhaité, deux protocoles différents de purification 
des plastoglobules sont suivis. 
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2.1. Purification des plastoglobules à partir de chloroplastes intacts 
À partir de feuilles d’A. thaliana et de P. sativum âgées respectivement de 4 et 3 semaines, les 
chloroplastes intacts sont purifiés sur gradient de Percoll. Afin de récupérer les plastoglobules, les  
chloroplastes sont ensuite éclatés mécaniquement puis les membranes sont séparées du stroma par 
ultracentrifugation. Le culot membranaire est ensuite soniqué afin de détacher les plastoglobules des 
thylacoïdes, puis remis en suspension. Les différents compartiments du chloroplaste (enveloppe, 
thylacoïdes et plastoglobules), sont enfin séparés selon leur densité par flottaison sur un gradient de 
saccharose. Les plastoglobules, peu denses car peu riches en protéines, flottent au sommet du gradient 
alors que les thylacoïdes et autres membranes plus lourdes se retrouvent au fond (Besagni et al., 2011). 
2.2. Purification des plastoglobules à partir de membranes 
Nous avons constaté que lors de la purification des chloroplastes intacts nous perdons environ 
80% du matériel biologique, ce qui ne nous permet pas d’obtenir une quantité de chloroplastes 
suffisante pour faire ensuite  les analyses sur les plastoglobules souhaitées, notamment pour réaliser 
sur un même échantillon des tests de pureté par immunoblot et les analyses lipidiques par TLC-GC-
FID et MS. Par conséquent, au cours de ce travail, une méthode de préparation des chloroplastes  plus 
rapide a été utilisée. Environ 250 g de feuilles d’A. thaliana (4 plateaux) ou de feuilles de P. sativum 
(3 plateaux) sont broyées, filtrées et centrifugées afin d’obtenir une fraction totale de membranes. Le 
protocole de purification des plastoglobules suivi est alors identique à celui décrit ci-dessus : après 
lyse des organelles, une première ultracentrifugation permet de séparer les membranes des parties 
solubles. Les plastoglobules étant physiquement attachés aux thylacoïdes restent dans le culot. Puis 
une sonication, un fractionnement par "potter", et une séparation par flottaison sur gradients de 
saccharose permet d’obtenir une fraction pure de plastoglobules. A partir de 250 g de feuilles d’A. 
thaliana, nous obtenons en général suffisamment de matériel pour réaliser 4 à 6 gradients de 
purification des plastoglobules. 
La figure II-1A montre le gradient de purification des plastoglobules obtenu après 
ultracentrifugation. Les plastoglobules sont retrouvés au sommet du gradient dans la fraction de 5% de 
saccharose (bande jaune) alors que les thylacoïdes sont dans les fractions du bas du gradient. Plus 
d’une trentaine de fractions est ensuite récoltée, millilitre par millilitre, et la quantité de protéines de 
chaque fraction est dosée grâce à un kit de dosage au BCA (voir matériel et méthode). Ainsi, les 
premières fractions du haut du gradient (1-19) contiennent environ 0,5 µg/µl de protéines et les 
fractions du bas du gradient, enrichies en thylacoïdes contiennent jusqu’à 11 µg/µL de protéines (cf. 
figure II-1B). 
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3. Vérification de la pureté des plastoglobules par immunoblot 
3.1. La fraction des plastoglobules ne présente pas de contamination 
par les compartiments chloroplastiques 
Afin de vérifier la pureté des différentes fractions de plastes obtenues, principalement de celles des 
plastoglobules, des immunoblots sont réalisés. Les protéines des différentes  fractions sont extraites 
puis séparées sur gel SDS-PAGE et transférées sur membrane de nitrocellulose. Les immunoblots sont 
réalisés avec des anticorps primaires dirigés contre des protéines marqueurs de l’enveloppe externe et 
interne des chloroplastiques (TOC75, Hiltbrunner et al., 2001et OEP21, Jouhet et al., 2004), des  
thylacoïdes (P16,Vallon et al., 1991) et des plastoglobules (PGL35,Vidi et al., 2006). 
 
 Les résultats des immunoblots avec les trois marqueurs sont présentés dans la figure II-2. 
 L’anticorps anti-PGL35 révèle une bande d’environ 35 kDa dans les fractions du haut du 
gradient correspondant à la plastoglobuline AtPGL35, marqueur spécifique des 
Figure II-1: Purification des plastoglobules à partir des feuilles d’A. thaliana 
A. Gradient de purification des plastoglobules de feuilles d’A.thaliana sur un gradient de 
saccharose. B.Dosage de la quantité de protéines en µg/µl dans les fractions (1 -35) du gradient de 
purification. Le dosage est réalisé avec la méthode de l’acide bicinchoninique (BCA). 
A B 
 
 
44 
plastoglobules (Vidi et al., 2006). Les premières fractions du gradient sont donc bien 
enrichies en plastoglobules. Un signal plus léger est détecté dans les fractions du bas du 
gradient, probablement dû à la présence de plastoglobules restés attachés aux thylacoïdes. 
Un signal intense autour de 20 kDa est obtenu avec l’anticorps -P16, marqueur des 
thylacoïdes,  dans le contrôle positif (P : fraction microsomale) et les fractions du bas du 
gradient, confirmant que ces fractions sont enrichies en thylacoïdes. L’intensité du signal 
diminue jusqu’à disparaitre dans les fractions les plus légères,  ce qui suggère que ces 
fractions contiennent pas ou très peu de thylacoïdes. 
 Les deux derniers marqueurs chloroplastiques testés pour l’enveloppe sont TOC75 et 
OEP21. Ces deux anticorps donnent des signaux avec les fractions du milieu et du bas du 
gradient, démontrant que ces fractions sont enrichies en membranes de l’enveloppe et que 
les fractions enrichies en plastoglobules sont exemptes d’enveloppe. 
Ainsi, les immunoblots montrent que les fractions du haut du gradient sont enrichies en 
plastoglobules et dépourvues de contamination provenant des autres membranes plastidiales. 
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Figure II-2 : Immunoblots des fractions du gradient de purification chez A. 
thaliana et P. sativum. 
A. Profil des protéines sur membranes de nitrocellulose, coloration à l’Amido-
black. 
B. Immunoblots avec les différents anticorps primaires. PGL35: plastoglobuline. 
Toc75: translocon at the outer envelope membrane of chloroplasts. OEP21: outer 
envelope protein. P16: thylakoid protein. P: fract ion membranaire. M : marqueur 
de poids moléculaire. 
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3.2. Les plastoglobules ne présentent pas de contamination par les 
endomembranes 
Après avoir écarté la possibilité d’une contamination par les compartiments chloroplastiques et 
afin d’obtenir des fractions au volume suffisant pour réaliser la totalité des analyses de lipidomique sur 
la même fraction, nous avons regroupé les différentes fractions en quatre « super-fractions » (cf. figure 
II-3A) : les plastoglobules (F1 : fractions #1 à 5), une fraction entre les plastoglobules et les 
enveloppes (F2 : fractions #6-16), une fraction enrichie en enveloppe mais contenant aussi des 
protéines des thylacoïdes (F3 : fractions #17-23) et une dernière fraction très enrichie en thylacoïdes, 
mais contenant aussi des protéines de l’enveloppe et des plastoglobules (F4 : fractions #24-35). 
 
Grâce à différents anticorps marqueurs d’endomembranes nous avons pu vérifier si ces quatre 
fractions sont contaminées par des membranes extraplastidiales (cf. Figure II-3). Les marqueurs 
utilisés sont : PMA, marqueur de la membrane plasmique (Morsomme et al., 1998), SMT1 marqueur 
Figure II-3: Immunoblots avec les marqueurs des endomembranes. 
A. Pool des fractions du gradient de purification des plastoglobules. B. Immunoblots 
indiquant l'absence des endo-membranes dans les plastoglobules. F1: plastoglobules, 
F2: entre plastoglobules et enveloppes, F3: Enveloppes, F4: Enveloppes/Thylacoïdes  ; 
µ : microsomes de feuilles d’A.thaliana. PMA : Plasma membrane ATPase. V-ATPase : 
tonoplastes, SMT1 : Stérol methyltransferase du RE. 
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du réticulum endoplasmique (Agrisera, Suède) et V-ATPase marqueur de la vacuole (Agrisera, 
Suède). Nous avons utilisé en contrôles positifs des microsomes et des extraits totaux de feuilles 
d’A.thaliana et du P. sativum. Seuls les résultats chez A.thaliana sont présentés dans la figure II-3B. 
 Avec l’anti-PMA (100 kDa) : Une bande vers 110 kDa est observée dans les microsomes. En 
revanche, aucune bande n’est détectée dans les quatre fractions du gradient. 
 Avec L’anti- V-ATPase (68 kDa) : Une bande d’environ 50 kDa est détectée au niveau des 
microsomes et une fine bande au niveau de la fraction F4 alors qu’elle est totalement absente 
dans les fractions F1, F2 et F3. 
 Avec l’anti-SMT1 (38 kDa) : une bande au tour de 38 kDa est observée dans les microsomes 
mais  absente des quatre fractions du gradient. 
En conclusion,  les quatre fractions du gradient, et en particulier la fraction F1 de plastoglobules, 
semblent dépourvues de toute contamination membranaire extraplastidiale. 
4. Analyses lipidiques : Un profil lipidique global des plastoglobules 
marqué par un enrichissement en lipides neutres 
 Après vérification de la pureté de la fraction de plastoglobules, les lipides des différentes 
fractions sont extraits et analysés. La technique utilisée est la chromatographie sur couche mince 
(TLC), elle permet de séparer les classes de lipides les plus abondants. A la suite de cette TLC, les 
lipides sont extraits, et transestérifiés, et une chromatographie en phase gazeuse à détecteur à 
ionisation de flamme (GC-FID) est réalisée pour identifier et quantifier les acides gras présents dans 
chaque classe lipidique. 
 Les lipides des fractions de chloroplastes de feuilles d’Arabidopsis ou de P. sativum sont 
extraits comme indiqué dans le chapitre «Matériel et méthodes». Les extractions lipidiques des 
fractions : plastoglobules (F1), fraction entre plastoglobules et enveloppes (F2), enveloppes (F3) et 
thylacoïdes (F4) sont utilisées pour réaliser ces analyses. L’extraction des lipides se fait à partir de 1ml 
des fractions F1 et F2, et de 500 µl des fractions F3 et F4. Les lipides sont ensuite repris 
respectivement dans 200 µl, 200 µl, 300 µl et 400 µl de CHCl3/MeOH (2:1). Cent microlitres de 
chaque échantillon sont utilisés pour l’analyse des lipides polaires et le reste est déposé pour l’analyse 
des lipides neutres selon le protocole décrit dans le paragraphe «Matériel et méthodes». Ces volumes 
ont été choisis après plusieurs essais afin d’optimiser le rendu en TLC et la quantification en GC-FID. 
4.1. Quantification relative des classes lipidiques majoritaires 
Comme le montre la figure II-4, le profil de migration des lipides est très différent entre les 
plastoglobules et les autres fractions du gradient. Ainsi, les plastoglobules sont caractérisés par un 
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profil plus riche en lipides neutres qu’en lipides polaires alors que, comme attendu, les autres fractions 
du gradient montrent la tendance inverse. Les plastoglobules semblent composés principalement 
d’acides gras libres (AG), phytyls esters d’acides gras (FAPE), TAG et DAG, et de traces de 
galactolipides mais dépourvus de phospholipides. Les plaques utilisées (20 cm X 20 cm) nous ont 
permis de mieux séparer le PE du PG. Sur ce profil on remarque l’absence de la PE dans toutes les 
fractions du gradient ce qui confirme l’absence de contamination par le RE des fractions 
chloroplastiques, comme déjà observé par immunoblots (cf. figure II-3B). 
 
Afin de quantifier ces différentes classes lipidiques et d’identifier les acides gras qui les 
composent, une analyse par GC-FID a été réalisée après transméthylation des lipides. 
4.2. Les classes lipidiques majoritaires dans les plastoglobules chez A. 
thaliana 
Les résultats obtenus en GC-FID montrent (cf. figure II-5) que les plastoglobules sont 
composés majoritairement de lipides neutres (76%) et d’une minorité de phospholipides (12%) et de 
Figure II-4 : Profil lipidique des fractions de gradient de purification 
après séparation par TLC chez A. thaliana. 
A. TLC lipides neutres. B. TLC lipides polaires. F1 : plastoglobules, F2 : 
entre plastoglobules et enveloppe, F3 : enveloppes, F4 : enveloppes et 
thylacoïdes. Migration sur une plaque TLC 20 cmx20 cm et révélation avec 
primuline/PBS1X (1/100). Les espèces lipidiques sont grattées pour la 
transméthylation et analyse par GC-FID. 
      FAPE 
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galactolipides (11%). A l’inverse, la fraction enveloppes/thylacoïdes (F4) présente un profil qui se 
rapproche de celui connu des membranes de plastes mais les proportions sont différentes, avec une 
majorité de galactolipides (61%), 29% de phospholipides et 9 % de lipides neutres. 
Des différences existent entre nos résultats et la littérature qui s’expliquent par des disparités 
dans les espèces analysées (la plupart des analyses antérieures ont été réalisées à partir de membranes 
purifiées d’épinard), et dans les conditions du culture qui influencent beaucoup la composition 
lipidique des membranes (Moellering and Benning, 2011). Les thylacoïdes étant connus pour être 
pauvres, voire dépourvus de lipides neutres, les études réalisées se limitent en général à établir la 
composition en lipides polaires des thylacoïdes (Li-Beisson et al., 2013; Orr and Raison, 1987; 
Quartacci et al., 1995). Les lipides neutres de la fraction thylacoïdes/enveloppe que nous trouvons 
dans notre étude proviennent très probablement en grande partie des plastoglobules restés attachés aux 
thylacoïdes. 
 
Les phospholipides de la fraction thylacoïdes/enveloppes (fraction F4) sont composés (en 
pourcentage des AG totaux) de  3% de PA, 22% de PG et 3% de PC. Ceci correspond à ce qui est 
décrit dans la littérature, avec un peu de PC qui provient probablement de la membrane externe de 
l’enveloppe, et une majorité de PG, le seul phospholipide présent dans les thylacoïdes. La répartition 
des phospholipides dans les plastoglobules (fraction F1) est différente, (cf. figure II-6) avec (en 
Figure II-5: Proportion des trois grandes classes lipidiques dans les 
chloroplastes d’A. thaliana. 
Comparaison de la répartition des phospholipides, galactolipides et lipides 
neutres dans les plastoglobules et la fraction enveloppes/thylacoïdes (n=7, 4 
cultures indépendantes). 
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pourcentage AG totaux) 3% de PA, 5% de PG et 3% de PC. La répartition diverge de celle de la 
fraction thylacoïdes/enveloppes, ce qui suggère que le feuillet provenant de l’hémi-membrane des 
thylacoïdes et entourant les plastoglobules (Austin et al, 2006) a une composition bien spécifique et 
pourrait provenir d’un nano-domaine spécialisé du thylacoïde. Nos analyses révèlent aussi la présence 
inattendue de PC dans les plastoglobules. Or la PC est décrite comme contenue, dans les plastes, 
exclusivement dans la membrane externe de l’enveloppe (Breuers et al., 2011) et dans d’autres 
compartiments tels que le RE et la mitochondrie. La présence de cette PC dans les plastoglobules nous 
a donc, de prime abord, fait suspecter une contamination de la fraction plastoglobules par des 
membranes du chloroplaste ou d’autres compartiments cellulaires. Cependant, les résultats des 
immunoblots (cf.  cf. figure II-2) indiquent, à l’inverse, une absence de contamination de la fraction 
plastoglobules par de l’enveloppe, des thylacoïdes, ou du réticulum endoplasmique. Des analyses 
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer la présence de PC dans les plastoglobules. 
 
En ce qui concerne les galactolipides, ils sont peu abondants dans les plastoglobules avec 
4,7% de DGDG et 6,5% de MGDG, alors qu’ils sont majoritaires dans les thylacoïdes et enveloppes : 
25% de DGDG et 36% de MGDG. Le ratio MGDG/DGDG est identique dans les deux fractions. Nous 
ne pouvons alors pas exclure la possibilité que les galactolipides détectés dans  la fraction 
Figure II-6: Espèces lipidiques des plastoglobules comparées aux 
thylacoïdes/Enveloppes quantifiées par TLC-GC-FID chez A. thaliana. 
Les essais ont été faits avec des fractions regroupées du gradient après purification des 
plastoglobules. Les lipides ont été extraits. (n=7, 4 cultures indépendantes)  
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plastoglobules proviennent d’une légère contamination par les thylacoïdes, notamment par des 
fragments de thylacoïdes restés attachés aux plastoglobules. En effet, en microscopie  électronique de 
tels fragments de thylacoïdes sont observés dans des fractions de plastoglobules purifiés (C. Bréhélin, 
communication personnelle). 
Les lipides neutres représentent la classe lipidique majoritaire des plastoglobules : 7% de 
DAG, 11% de TAG, 24% de FAPE et 34 % de FFA, alors que ces valeurs sont très faibles dans les 
thylacoïdes/enveloppes : 2% de DAG, 1% de TAG, 1% de FAPE, et 4,7% de FFA . Comme nous 
l’avons décrit plus haut, la présence de lipides neutres dans la fraction thylacoïdes/enveloppe est 
probablement  le résultat de la contamination par les plastoglobules de cette fraction. 
Les résultats que nous avons obtenus montrent que les plastoglobules contiennent 
majoritairement des acides gras libres, des lipides de stockage (TAG) et des FAPE qui dérivent de la 
décomposition de la chlorophylle et de l’estérification d’un acide gras libre (Ischebeck et al., 2006) 
(voir 4.1.3). Ce profil lipidique est étonnant car il est classiquement assumé que les plastoglobules 
contiennent majoritairement des TAG (Tevini and Steinmüller, 1985), ainsi que des FAPE (Gaude et 
al., 2007). Nos résultats montrent que les plastoglobules ne contiennent pas une majorité de TAG, 
mais plutôt une proportion importante de FAPE et  d’acides gras libres. Dans un mutant de la voie de 
la β oxydation  (Kunz et al., 2009) des acides gras libres s’accumulent de façon inhabituelle, induisant 
la dégradation des membranes. Cette accumulation est concomitante a une augmentation du nombre et 
de la taille des plastoglobules, suggérant que ces FFA sont stockés dans les plastoglobules. Tevini et 
al., (1985) décrivent eux aussi la présence de FFA dans les plastoglobules, avec une augmentation de 
cette quantité de FFA au cours de la sénescence. Par ailleurs, la composition lipidique des 
plastoglobules ressemble à la composition lipidique de particules lipidiques cytosoliques décrites dans 
la littérature. Par exemple chez l’homme il existe des particules lipidiques qui stockent les acides gras 
libres (Michot et al., 2013), ainsi que chez la levure (Beopoulos et al., 2008) et d’autres 
microorganismes (Olofsson et al., 2012). 
Cependant, le fait d’avoir une quantité importante de FFA au niveau des plastoglobules 
n’exclut pas l’hypothèse d’une dégradation des lipides lors de la purification des plastoglobules ou 
durant l’extraction des lipides. Sauf que l’indice d’une dégradation est souvent donné par l’abondance 
de PA suite à la forte activité enzymatique de la phospholipase D. Ce cas de figure n’est pas représenté 
ici car dans les plastoglobules il n'y a que des traces de PA. Par contre, il n’est pas exclu une activité 
de la TAG lipase au niveau des chloroplastes qui pourrait se manifester durant la purification des 
plastoglobules. Cependant, des tests d’extraction des lipides durant les étapes de purification des 
plastoglobules ne révèlent pas la présence d’une augmentation de FFA durant le processus, et nous ne 
trouvons pas une telle proportion de FFA dans notre fraction de thylacoïdes. 
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4.2.1. Les glycérolipides polaires des plastoglobules ne contiennent que des 
acides gras saturés 
 Après avoir établi la composition lipidique globale des plastoglobules, nous avons déterminé 
par GC-FID et comparé la composition en acides gras des différents lipides présents dans les fractions 
plastoglobules et enveloppes/thylacoïdes. Cette comparaison nous permettra notamment de déterminer 
si les phospholipides (notamment la PC) et les galactolipides des plastoglobules sont identiques à ceux 
des autres membranes plastidiales, ou si les plastoglobules contiennent des glycérolipides spécifiques. 
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau II-1 
En ce qui concerne la PC, nos analyses montrent une composition en acides gras de la PC de 
l’enveloppe similaire à celle décrite dans la littérature (Dorne et al., 1985), avec une majorité de  
C16:0 (31%), et C18:3 (31%) et un peu de C18:0 (13%), C18:1 (5%) et C18:2 (18%). La PC des 
plastoglobules a un profil très différent, avec uniquement des acides gras saturés : C16:0 (54%) et 
C18:0 (45%). Ce profil lipidique montre que la PC des plastoglobules ne provient pas d’une 
contamination de la fraction par de l’enveloppe mais que la PC trouvée dans les plastoglobules est 
bien spécifique de ce compartiment. 
L’analyse en GC-FID des PA des plastoglobules ne révèle que la présence de C16:0, acide 
gras majoritaire du PA trouvé dans la fraction thylacoïdes/enveloppe. Les autres acides gras 
composant le PA ne sont pas quantifiés probablement car pas assez abondants dans cette fraction pour 
être détectés par la GC-FID. 
Le PG est le seul phospholipide présent dans les thylacoïdes, il est composé principalement de 
C16:0 (48%), C16:1t (8%), C18:0 (3%), C18:1 (6%), C18:2 (9%) et C18:3 (25%)  Cette composition 
est similaire à celle retrouvée par Dorne et al. (1990) chez l’épinard. Le PG des plastoglobules contient 
aussi une majorité de C16:0 (85%), mais est totalement dépourvu de C18:3 ou autres acides gras 
insaturés, ce qui laisse supposer la présence dans les plastoglobules d’un PG à la composition 
spécifique. 
Le MGDG des thylacoïdes est constitué principalement de C18:3 (61%) et de C16:3 (22%), 
alors que le DGDG contient une majorité de C18:3 (75%), et de C16:0 (12.5%) et dépourvue de 
C16:3. Ce profil est similaire à ce qui est décrit dans la littérature chez Arabidopsis (Miquel and 
Browse, 1992 ; cf. tableau I-6). Cependant, cette composition est très différente dans les 
plastoglobules car les MGDG et DGDG sont composés uniquement de C18:0 (22 et 16% 
respectivement) et de C16:0 (77 et 83% respectivement) et totalement dépourvus d’acides gras 
insaturés. Les galactolipides constituant l’hémimembrane à la périphérie des plastoglobules sont donc 
spécifiques de cette zone et ne sont pas les mêmes que ceux qui constituent les thylacoïdes. Ceci laisse 
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supposer soit qu’il y a synthèse de novo de galactolipides au niveau de la zone de formation des 
plastoglobules, ce qui est peu probable car cette synthèse est décrite au niveau de l’enveloppe du 
plaste, soit qu’il y a une ségrégation des galactolipides au site de formation des plastoglobules, 
formant ainsi un nanodomaine spécialisé à l’origine de la formation des plastoglobules. 
4.2.2. Composition des lipides neutres des plastoglobules. 
 Nous avons aussi analysé la composition en acides gras des lipides neutres, lipides 
majoritaires des plastoglobules. Les FFA des plastoglobules sont composés de C12:0 (4,4 %), C14:0 
(5,7 %), C16:0 (40,4%), C18:0 (31,5 %) et C18:3 (17,8 %). Cette composition se rapproche de celle 
des FFA de la fraction  enveloppes/thylakoides qui contient notamment du C16:0 (44 %), du C18:0 
(34.8%) et du C18:3 (7.6%). Ces résultats sont similaires à ceux décrits pour les FFA de feuilles d’A. 
thaliana par Gaude et al. (2007). 
Le TAG des plastoglobules est composé uniquement de C16:0 (61 %) et de C18:0 (39 %). Le 
TAG de la fraction enveloppe/thylakoïde est composé lui aussi majoritairement de C16:0 (54 %) et de 
C18:0 (36 %), mais contient aussi une faible proportion de C18:1 (6 %) et  de C18:2 (4 %). Cette 
différence peut être due soit au seuil de détection de la GC-FID qui n’a pas permis de detecter les 
acides gras minoritaires dans le TAG des plastoglobules, soit à une contamination de la fraction des 
thylacoïdes par des compartiments contenant du TAG, tels que les gouttelettes lipidiques. Toutefois le 
TAG présent dans les thylacoïdes est très similaire à celui présent dans les plastoglobules, ce qui 
suggère qu’il provient, au moins en grande partie, d’une contamination de cette fraction par des 
plastoglobules restés attachés aux thylacoïdes. Ceci a d’ailleurs déjà été évoqué lors de travaux 
antérieurs (Besagni et al., 2011).  
Le DAG des plastoglobules est composé uniquement de C16:0 (72%) et de C18:0 (28%) alors 
que celui des enveloppes/thylakoides contient majoritairement du C16:0 (37%), du C16:3 (28%) et du 
C18:3 (14%). La composition du DAG dans les plastoglobules est proche de celle décrite dans les 
feuilles par Gaude et al. (2007) avec 60% de C16:0 et 17% de C18:0. Par contre la composition du 
DAG dans notre fraction thylacoïdes est très différente, et nous ne sommes donc pas sûrs que nos 
résultats soient corrects. Le DAG est en effet un lipide minoritaire des feuilles difficile à séparer en 
TLC car il migre assez proche des stérols et des FFA, et de plus, il est masqué par un pigment dans la 
fraction des thylacoïdes (cf. figure II-4). Il est donc probable que nos analyses en ce qui concernent le 
DAG des thylacoïdes ne soient pas correctes. De plus, la composition des TAG est similaire à celle 
des DAG, ce qui laisse penser que les DAG sont probablement les précurseurs des TAG dans les 
plastoglobules. 
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En ce qui concerne les FAPE, ils sont composés, dans les plastoglobules, principalement de 
C12:0 (32%), de C16:0 (25%), de C16:3 (23%) et d'une faible quantité de C18:0 (8%) et de C14:0 
(8%). Les acides gras identifiés sont les mêmes que ceux décrits par Gaude et al (2007) sur les FAPE 
de feuilles entières, mais avec des proportions différentes (25% de C12:0, 7% de C16 :0 et 55% de 
C18:0).   Les FAPE étant des lipides synthétisés principalement en réponse à un stress, à partir de 
groupements acyl provenant de la désintégration des membranes, il est probable que leur composition 
soit très variable en fonction de conditions de cultures. D’ailleurs, Gaude et al. (2007) donnent deux 
compositions très différentes pour les FAPE, en fonction de la technique de quantification utilisée 
(GC-FID ou GC-MS). Ils ne discutent malheureusement pas de l’origine possible de cette disparité : 
est-ce dû à la méthode d’analyse ou à des conditions de culture pas tout à fait équivalentes ? 
4.2.3. Distribution des lipides au sein des compartiments chloroplastiques. 
 Grâce aux analyses réalisées ci-dessus, nous pouvons obtenir une idée sur la répartition des 
différents lipides entre les divers compartiments du chloroplaste. En effet, nous avons séparé le 
gradient obtenu à partir d’un ensemble de chloroplastes entiers en 4 fractions : F1 (les plastoglobules), 
F2 (entre les plastoglobules et les enveloppes), F3 (Enveloppe), et F4 (Enveloppe/thylacoïdes), puis 
nous avons identifié et quantifié les lipides contenus dans une partie de chacune de ces 4 fractions. En 
rapportant nos résultats au volume total de chaque fraction, nous pouvons connaitre comment, au sein 
d’un chloroplaste, se répartissent les différentes classes de lipides (cf. tableau II-2). Nous pouvons 
constater que les galactolipides et les phospholipides sont majoritairement présents dans les fractions 
enrichies en thylacoïdes et enveloppes et que moins de 5 % de chacun de ces lipides polaires sont 
contenus dans la fraction des plastoglobules purs (F1) ou dans la fraction intermédiaire (F2). Le DAG 
est aussi en très grande majorité contenu dans les thylacoïdes et enveloppes, avec seulement 6 et 7 % 
du DAG qui se trouve dans les fractions F1 et F2, respectivement.  
 En revanche, cette distribution est inversée pour les autres lipides neutres, (FFA, FAPEs et 
TAG) qui sont majoritairement contenus dans la fraction des plastoglobules et la fraction intermédiaire 
F2. La présence de ces lipides neutres au niveau des fractions F3 et F4 peut s’expliquer par la présence 
des plastoglobules dans ces fractions, qui sont restés attachés aux thylacoïdes, tels que déjà expliqué 
plus haut (cf. figure II-2). 
 
 
55 
Tableau II-1 : Composition des acides gras des lipides analysés par TLC/GC-FID dans les plastoglobules et les thylacoïdes/enveloppes chez A.thaliana, le % des AG représente la 
valeur moyenne de 7 répétitions techniques de 4 cultures indépendante. * : quantité en µg d’acides gras totaux par fraction, valeur représentative de 3 répétitions techniques. 
Lipides Compartiments Quantité* 
(µg) 
%C12:0 %C14:0 %C14:1 %C16:0 %C16:1 %C16:1t %C16:2 %C16:3 %C18:0 %C18:1 %C18:2 %C18:3n3 
PC 
Plastoglobules 2,96±0,70 - - - 54,26±3,14 - - - - 45,71±3,14 - - - 
Thylacoïdes 83,00±1,06 - - - 31,18±3,42 - - - - 13,20±2,72 5,20±2,19 18,70±3,53 31,74±4,53 
PA 
Plastoglobules 3,33±0,66 - - - 100 - - - - - - - - 
Thylacoïdes 85,19±7,32 - - - 56,24±6,53 - - - - 23,84±3,69 4,61±2,35 7,35±3,55 7,96±3,64 
PG 
Plastoglobules 4,02±0,74 - - - 85,27±7,41 - - - - 14,73±7,45 - - - 
Thylacoïdes 679,45±47,76 - - - 48,03±5,14 - 8,06±3,55 - - 3,436±0,25 6,00±0,58 9,31±0,34 25,17±4,35 
DGDG 
Plastoglobules 4,90±0,78 - - - 83,78±8,05 - - - - 16,22±8,05 - - - 
Thylacoïdes 701,07±99,66 - - - 12,57±1,54 - traces 1,09±0,48 1,53±0,67- 1,93±0,20 1,75±0,15 4,92±0,47 75,43±2,66 
MGDG 
Plastoglobules 7,26±1,70 - - - 77,58±8,64 - - - - 22,42±8,68 - - - 
Thylacoïdes 989,79±55,88 - - - 6,23±2,07 - - 1,53±0,40 22,30±5,38 2,71±0,92 2,24±0,75 3,75±0,38 61,25±5,87 
DAG 
Plastoglobules 7,60±1,87 - - - 71,44±6,57 - - - - 28,56±6,57 - - - 
Thylacoïdes 34,57±2,28 - - - 36,69±6,94 - traces - 28,07±12,43 8,43±1,51 traces 10,48±4,28 14,51±5,96 
FFA 
Plastoglobules 33,70±7,31 4,42±1,94 5,74±2,18 - 40,46±5,03 - - - - 31,48±4,45 - - 17,87±7,53 
Thylacoïdes 76,96±1,22 2,61±0,87 - - 44,07±3,30 - - - 3,55±1,90 34,88±4,45 2,32±0,55 4,92±2,38 7,63±3,94 
TAG 
Plastoglobules 11,19±2,32 - - - 61,23±6,30 - - - - 38,76±6,30 - - - 
Thylacoïdes 10,63±0,26 - - - 53,46±2,26 - - - - 36,22±3,53 5,92±2,63 4,39±2,71 - 
FAPE 
Plastoglobules 16,76±1,81 32,41±7,84 7,94±1,95 3,10±2,07 25,02±3,46 - - - 23,07±9,02 8,44±4,24 - - - 
Thylacoïdes 7,39±1,79 - - - 69,12±13,70 - - - 17,90±8,17 8,51±3,79 - - - 
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Tableau II-2 : Distribution des différentes classes de lipides entre les différentes fractions F1, F2, F3 et F4  chez A.thaliana. n=7, 4 cultures 
indépendant
%/gradient PC PA PG DGDG MGDG DAG FFA FAPE TAG 
F1 1,96±0,69 2,63±0,37 0,47±0,09 0,38±0,04 0,75±0,27 6,71±1,37 18,02±2,53 31,32±2,54 20,73±4,17 
F2 3,69±0,91 4,79±1,34 1,02±0,31 0,75±0,13 1,29±0,35 7,78±1,62 14,63±2,17 15,33±1,85 13,92±1,92 
F3 36,91±15,81 35,49±13,64 31,23±16,82 33,16±17,96 30,38±16,29 39,11±14,40 23,58±7,81 23,15±3,75 38,17±10,16 
F4 57,45±15,56 57,08±14,09 67,29±17,20 65,70±17,99 67,58±16,86 46,40±11,77 43,76±9,78 30,21±6,51 27,18±5,85 
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 De la même façon que pour les plastoglobules d’Arabidopsis, nous avons identifié et quantifié 
les lipides contenus dans les plastoglobules du pois, plante de type eucaryotique. L’objectif final est de 
comparer le profil lipidique des plastoglobules chez les espèces de type eucaryotique et de type 
procaryotique. 
 De la même manière qu’avec A. thaliana, les analyses lipidiques sont faites à partir des 
fractions issues de la purification des plastoglobules et vérifiées par immunoblot. Quatre fractions 
représentatives du gradient de purification sont utilisées pour l’analyse des lipides. La fraction 
plastoglobules (F1), la fraction entre l’enveloppe et les plastoglobules (F2), la fraction enveloppes (F3) 
et la fraction enveloppes/thylacoïdes (F4). 
4.2.4. Caractérisation des grandes classes lipidiques présentes dans les 
plastoglobules 
 Les trois grandes classes de glycérolipides,  les phospholipides, les galactolipides et les lipides 
neutres ont été étudiées chez le P. sativum. Dans la figure II-7, sont exposés les résultats de la TLC-
GC-FID indiquant la proportion de chacune de ces trois classes par rapport aux acides gras totaux dans 
les plastoglobules et la fraction F4 enveloppes/thylacoïdes. Alors que les enveloppes/thylacoïdes sont 
composées essentiellement de galactolipides (75%) et d’une faible proportion de phospholipides et 
lipides neutres (16% et 8%), les plastoglobules sont composés de 74% de lipides neutres, de 13% de 
phospholipides et de 12,6% de galactolipides. 
Figure II-7 : Pourcentage des trois grandes classes lipides par rapport aux 
acides gras totaux chez les plastoglobules et les enveloppes/thylacoïdes du 
P. sativum. (n=7, 3 cultures indépendantes). 
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 Cette composition est comparable à celle que nous avons établie pour  les plastoglobules d’A. 
thaliana, avec 76% de lipides neutres, 12% de phospholipides et 11% de galactolipides. Ainsi, quel 
que soit le type d’espèces, procaryotique ou eucaryotique, les plastoglobules ont un profil de 
distribution des lipides équivalent. 
 La proportion des espèces lipidiques qui composent les plastoglobules et les 
enveloppes/thylacoïdes du P. sativum a été établie par GC-FID (cf. figure II-8). Les lipides neutres des 
plastoglobules se répartissent ainsi : 31% (par rapport aux AG totaux) de FFA, 23% de FAPE, 11 % de 
TAG et 7 % de DAG. Dans la fraction thylacoïdes/enveloppes il y a seulement 6% de FFA et 1,6 % de 
FAPE, 2 % de TAG et 1,3 % de DAG par rapport aux AG totaux. En ce qui concerne les lipides 
polaires des plastoglobules ils sont composés de seulement 4,5% de PG, 3 % de PC, 4,5 % de PA, 6 % 
de DGDG et 8,6 % de MGDG. Contrairement aux enveloppes/thylacoïdes où les galactolipides 
comprennent (par rapport aux AG totaux) 43 % de MGDG et 28 % de DGDG et les phospholipides 
9,6 % de PG, 2 % de PA et 6% de PC. Cette composition des thylacoïdes est similaire à ce qui a été 
décrit par Andersson et al., (2001) chez des plantules de pois de 10 jours. 
 
Figure II-8 : Espèces lipidiques des plastoglobules comparés aux 
thylacoïdes/Enveloppes quantifiés par TLC-GC-FID chez le P. sativum. 
Les essais ont été faits avec des fractions regroupées du gradient après purification des 
plastoglobules. Les lipides ont été extraits à partir de 1ml de plastoglobules et 0.5ml des 
thylacoïdes/Enveloppes. (n=7, 3 cultures indépendantes).  
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En conclusion, la proportion de lipides polaires et lipides neutres qui composent les 
plastoglobules du P. sativum est similaire à celle des plastoglobules d’A. thaliana, avec quelques 
variations, notamment une proportion de FFA un peu plus importante chez A. thaliana (33% contre 
23% chez le pois) et une proportion de TAG plus importante chez le pois (19% contre 11% chez 
Arabidopsis). 
4.2.5. Composition des lipides polaires des plastoglobules de P. sativum 
 Après avoir établi la composition globale des plastoglobules, nous nous sommes intéressés à la 
composition en acides gras des phospholipides et des galactolipides présents dans les plastoglobules, 
enveloppes/thylacoïdes (cf. tableau II-3). Alors que la PC retrouvée associée aux thylacoïdes de pois 
(contamination par l’enveloppe) contient une majorité de C18:3 (52 % dans notre étude, 45 % d’après 
Andersson et al., (2001), la PC des plastoglobules est composée majoritairement de C16:0 (57 %), de 
C18:0 (22 %) mais ne contient pas de C18:3. Pour rappel, la PC des plastoglobules d’A. thaliana est 
aussi dépourvue de C18:3. Il apparait donc, comme pour A. thaliana que la PC contenue dans les 
plastoglobules est spécifique de ce compartiment et ne provient donc pas d’une contamination par de 
la PC de l’enveloppe. Par ailleurs, la composition de la PC des plastoglobules de pois et d’Arabidopsis 
est proche (respectivement 57% et 54% de C16:0, 46 % et 23 % de C18:0), avec toutefois une part non 
négligeable d’acides gras insaturés dans la PC de pois (21% au total) qui ne sont pas présents chez 
Arabidopsis. Les profils en acides gras du PA dans les plastoglobules et les thylacoïdes sont 
sensiblement similaires, avec toutefois la présence d’une faible proportion de C18:3 (6%) dans les 
thylacoïdes qu’on ne retrouve pas dans les plastoglobules. Le PA est très probablement issu d’une 
dégradation des lipides, cependant, cette dégradation est faible car le PA ne représente que 5% des 
lipides totaux dans les deux compartiments. 
Le PG des plastoglobules est composé de C16:0 (47%), C18:0 (24 %), C18:1 (11 %), C18:2 (9 %) et 
C18 :3 (6 %). Le PG des thylacoïdes/enveloppes est composé des mêmes acides gras avec des 
proportions sensiblement différentes notamment en ce qui concerne le C18:3 (25%). Ces différences 
ne nous paraissent cependant pas assez marquées pour pouvoir affirmer que le PG des plastoglobules 
est spécifique et différent de celui des thylacoïdes, contrairement à celui des plastoglobules 
d’Arabidopsis qui est nettement différent. De la même façon que chez Arabidopsis, les profils de 
DGDG et MGDG sont très différents entre les plastoglobules et les thylacoïdes. Ainsi, les DGDG et 
MGDG des thylacoïdes sont très largement composés de C18:3 (72% et 91% respectivement) alors 
que dans les plastoglobules le C18:3 est absent du MGDG et représente 18% des acides gras du 
DGDG. A l’inverse, les acides gras saturés représentent une très large proportion des acides gras du 
MGDG (90%) et du DGDG (51%) des plastoglobules. Ceci suggère, comme pour les plastoglobules 
d’Arabidopsis, qu’il y a une ségragation des galactolipides au niveau des thylacoïdes afin de former 
des microdomaines particulier au site de formation des plastoglobules. 
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4.2.6. Composition des lipides neutres de plastoglobules 
 Les DAG des plastoglobules sont composés de 78.75 % d’acides gras saturés (52.14% de 
C16:0, et 26.61% de C18:0) et seulement 21.25 % d’acides gras insaturés (3.20 % de C16:1, 12.44% 
de C18:1 et 5.61 % de C18:2). Le DAG des thylacoïdes est constitué des mêmes acides gras dans des 
proportions semblables, avec toutefois la présence notable de C18:3 (20%) qui n’est pas retrouvé dans 
les plastoglobules. De la même façon, les plastoglobules d’Arabidopsis sont dépourvus de C18 :3. 
 Le profil des acides gras des TAG des plastoglobules et des thylacoïdes/enveloppes est 
globalement similaire avec du C16:0 (respectivement 38 % et 46 %), du C18:0 (respectivement 22% et 
18%) du C18:1 (respectivement 35% et 24%),  et un peu de C18:2 et une absence de C18:3. Comme 
nous l’avons décrit pour les thylacoïdes d’Arabidopsis, la présence de TAG dans les thylacoïdes de 
pois est très probablement due à la présence d’une part de plastoglobules restés attachés à ces derniers 
lors du processus de purification. La composition similaire des TAG dans les deux fractions vient 
renforcer cette hypothèse. 
 Les FAPE des plastoglobules sont composés de C16:0 (44%), de C14:0 (18%) et de C18:0 
(15%) ainsi que d'une faible quantité de C12:0 (9%), de C18:1 (7%) et de C18:2 (6%). Ce profil est 
assez différent de celui des FAPE de plastoglobules d’Arabidopsis qui contiennent beaucoup  plus de 
C12:0 (32 %) et de C16:3 (25 %). De telles dissemblances de composition des FAPE entre les espèces 
de plantes ont déjà été décrites par Gaude et al. (2007) et ne sont pas étonnantes. La composition des 
FAPE trouvés dans les thylacoïdes est semblable à celle des plastoglobules, suggérant que les FAPE 
des thylacoïdes, comme pour le TAG, proviennent d’une contamination de la fraction par des 
plastoglobules. 
Les FFA des plastoglobules sont composés en majorité de acides gras saturés avec 44 % de C16:0, 31 
% de C18:0, 2% de C12:0 et 14 % de C14:0. Une composition similaire est observée dans les 
enveloppes/thylacoïdes. Là encore, la présence de FFA dans la fraction thylacoïdale provient 
probablement d’une contamination par les plastoglobules. 
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Tableau II-3 : Composition des acides gras des lipides analysés par TLC/GC-FID dans les plastoglobules et les thylacoïdes/enveloppes chez P.sativum, le % des AG représente la 
valeur moyenne de 7 répétitions de 3 cultures indépendante. * : quantité en µg d’AG totaux par fraction, le calcul des moyennes est à partir de 5 répétitions 
Lipides Compartiments 
Quantité* 
(µg) 
%C12:0 %C14:0 %C14:1 %C16:0 %C16:1 %C16:2 %C18:0 %C18:1 %C18:2 %C18:3n3 
PC 
Plastoglobules 4,26±1,49 - - - 56,79±2.56 7,39±4,87 - 22,54±6,61 8,77±3,31 4,51±3,18 - 
Thylacoïdes/Enveloppes 39,41±13,72 - - - 41,98±6,77 traces - 17,34±5,43 14,46±7,38 6,82±4,80 18,13±4,49 
PA 
Plastoglobules 7,65±5,32 - - - 66,84±9,07 - - 22,20±7,66 4,60±2,97 6,36±4,12 - 
Thylacoïdes/Enveloppes 48,14±5,10 - - - 65,89±9,22 - - 14,23±5,58 10,18±4,51 3,54±2,29 6,17±2,53 
PG 
Plastoglobules 6,40±2,98 - - - 47,36±2,78 2,51±1,63 - 24,56±8,19 10,74±4,18 8,84±4,07 5,99±2,92 
Thylacoïdes/Enveloppes 213,94±8,43 - - - 54,75±7,72 - - 9,89±1,46 7,59±2,50 2,99±1,94 24,77±9,35 
DGDG 
Plastoglobules 7,90±2,91 - - - 35,11±4,51 traces - 16,19±6,68 18,94±5,42 10,24±5,55 17,66±9,35 
Thylacoïdes/Enveloppes 443,01±98,48 - - - 16,79±0,37 - - 8,11±4,18 traces traces 72,05±12,21 
MGDG 
Plastoglobules 8,10±3,69 - - - 61,50±4,43 2,43±1,57 - 28,28±7,85 7,79±5,10 - - 
Thylacoïdes/Enveloppes 644,28±143,58 - - - 3,46±1,51 - - 2,12±1,01 traces 2,30±1,48 90,81±2,26 
DAG 
Plastoglobules 9,36±3,40 - - - 52,14±4,38 3,20±2,19 - 26,61±7,06 12,44±5,61 5,61±2,55 - 
Thylacoïdes/Enveloppes 30,11±5,35 - - - 37,79±12,67 - - 37,10±16,94 2,39±1,87 3,00±1,96 19,72±9,13 
FFA 
Plastoglobules 37,40±12,15 2,48±1,20 13,98±6,01 - 43,67±3,81 traces - 30,73±8,60 3,72±1,69 4,43±2,89 - 
Thylacoïdes/Enveloppes 118,03±12,62 1,34±0,83 11,11±5,39 - 39,22±4,40 traces - 24,05±6,44 11,28±4,40 5,61±3,63 6,52±4,52 
TAG 
Plastoglobules 14,51±6,31 - - - 37,58±5,49 1,76±1,13 - 21,84±4,07 34,92±7,32 3,90±2,52 - 
Thylacoïdes/Enveloppes 29,11±6,91 - - - 45,92±5,36 3,14±2,26 - 18,34±5,11 23,83±5,01 8,78±3,40 - 
FAPE 
Plastoglobules 25,02±4,43 8,68±2,47 18,43±1,39 - 44,30±5,28 - - 14,59±1,38 7,38±1,87 6,61±3,72 - 
Thylacoïdes/Enveloppes 38,09±0,55 7,83±2,25 15,32±2,70 - 45,34±4,54 traces - 17,05±1,15 9,54±2,24 3,50±1,26 - 
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4.2.7. La distribution des lipides dans le gradient de purification des 
plastoglobules chez P. sativum 
Comme pour Arabidopsis, nous avons cherché à comprendre comment se répartissent les 
différentes classes de lipide entre les divers compartiments du chloroplaste de pois ; 
- La distribution des FAPE dans le gradient se manifeste par un fort enrichissement (46%) dans 
les plastoglobules (F1 et F2) et un peu moins (34%) dans les enveloppes/thylacoïdes (F4). Une 
proportion qui se rapproche de celle  observée avec A. thaliana (41%). 
- La distribution des TAG est seulement de 25% dans les plastoglobules (F1 et F2) et de 53% 
dans les enveloppes/thylacoïdes (F4) suite à la présence des plastoglobules encore attachés 
aux thylacoïdes. Les TAG sont plus enrichis dans les plastoglobules d’A. thaliana que chez P. 
sativum. 
- La distribution des autres lipides au sein du gradient de purification a aussi été déterminée. Les 
résultats obtenus montrent que les MGDG sont à 95% et les DGDG à 91% dans les 
enveloppes/thylacoïdes. Le PG, le seul phospholipide des thylacoïdes, est majoritaire dans la 
fraction F4 (85%). La présence importante de PC dans les thylakoides montre que la fraction 
de thylakoides est largement contaminée par de l’enveloppe (cf. tableau II-4). 
5. Conclusion 
 Cette étude a permis de confirmer que les plastoglobules sont enrichis en lipides neutres avec 
76% des acides gras totaux pour Arabidopsis et 74% pour le pois. Cependant, alors qu’on pensait que 
les TAG seraient les lipides majoritaires des plastoglobules, il s’avère que, chez Arabidopsis comme 
chez le pois, les plastoglobules sont composés, par ordre d’importance, d’acides gras libres (33,9 % 
pour Arabidopsis et 30,6 pour le pois), puis de phytyl esters d’acides gras, et seulement en troisième 
position de TAG. Ceci suggère  que le rôle principal des plastoglobules est de stocker des lipides 
déstabilisants tels que les FFA et les FAPE qui sont générés lors d’un stress, et donc de participer à la 
préservation des membranes thylacoïdales en conditions de stress, et que le rôle de stockage des TAG 
qu’on attribue généralement aux plastoglobules n’est que secondaire. 
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Tableau II-4 : Distribution des différentes classes de lipides entre les différentes fractions F1, F2, F3 et F4  chez P. sativum. n=3 
répétitions techniques d’une seule culture. 
%/gradient PC PA PG DGDG MGDG DAG FFA FAPE TAG 
F1 7,31±3,15 13,57±8,47 4,12±1,00 3,13±1,19 1,50±0,63 29,42±7,34 17,79±4,46 27,85±4,38 18,48±3,59 
F2 6,16±2,75 6,35±1,78 1,72±0,37 1,33±0,40 1,14±0,20 19,48±4,23 13,38±2,98 19,91±4,53 11,90±1,75 
F3 13,34±6,62 29,86±8,85 9,13±3,15 4,46±1,61 2,18±0,06 14,19±2,50 23,87±4,46 18,19±2,49 16,58±2,48 
F4 73,19±11,69 50,22±3,72 85,03±4,28 91,08±3,10 95,18±0,83 36,92±11,88 44,96±3,66 34,06±3,53 53,04±4,84 
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 Nous avons vu que les plastoglobules sont aussi constitués de PC, PA, PG, DGDG et MGDG, 
dans des proportions équivalentes entre ces différentes espèces et entre le pois et Arabidopsis. La part 
des lipides polaires dans les plastoglobules sur les lipides totaux est de 25 %, ce qui est un ratio très 
important si on compare à ce qui est décrit pour des compartiments similaires, les gouttelettes 
lipidiques cytosoliques. En effet, les gouttelettes lipidiques ne contiennent que 2 à 5 % de lipides 
polaires (Bartz et al., 2007, C. Bréhélin, communication personnelle). Cette différence provient 
probablement de la taille entre les plastoglobules (100 nm de diamètre en moyenne) bien plus petits 
que les gouttelettes lipidiques qui font plusieurs centaines de nanomètres de diamètre. 
La détermination de la composition en acide gras des phospholipides et galactolipides des 
plastoglobules  nous a permis de démontrer que les galactolipides sont bien associés aux 
plastoglobules et ne proviennent pas d’une contamination par des thylacoïdes comme cela a pu être 
suggéré dans de précédentes études puisque cette composition est bien différente de celle des 
galactolipides de thylacoïdes.  
La principale différence de composition des lipides de plastoglobules est la quasi absence dans les 
plastoglobules de C18:3, qui est pourtant un acide gras majoritaire des thylacoïdes. Ces différences 
suggèrent que les plastoglobules sont formés à partir de nano-domaines du feuillet externe des 
thylacoïdes dont la composition lipidique est particulière. Les acides gras tri-insaturés favorisent une 
courbure négative du feuillet (tête polaire vers l’intérieur) (Boutté and Moreau, 2014), et leur absence 
dans ces nano-domaines pourrait donc favoriser la formation de plastoglobules. 
La présence de PC dans les plastoglobules est très étonnante puisque jusqu’à présent seule 
l’enveloppe externe du chloroplaste était décrite comme contenant de la PC. Cette PC pourrait avoir 
un rôle dans le contrôle de la taille des plastoglobules comme cela est décrit pour les gouttelettes 
lipidiques (Yang et al., 2012). Cependant l’origine de cette PC reste à éclaircir. 
 Enfin, la composition des différents lipides de plastoglobules laisse penser que l’idée qui est 
généralement admise que les galactolipides des thylacoïdes sont convertis en conditions de stress en 
TAG et stockés dans les plastoglobules n’est pas exacte, ou du moins que ce n’est pas si simple que 
ça. En effet, les galactolipides sont composés principalement de C16:3 et de C18:3, deux acides gras 
qui ne sont absolument par retrouvés dans les TAG de plastoglobules. Ceci sera discuté plus tard dans 
ce manuscrit 
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Chapitre 2 : Caractérisation de la composition 
lipidique des plastoglobules par spectrométrie de 
masse en tandem 
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1. La spectrométrie de masse, une technique émergeante dans l’analyse 
des lipides 
1.1. Introduction 
Lors de cette étude, nous allons développer deux techniques : 
 l’injection directe: Cette approche est souvent utilisée pour la quantification et la 
caractérisation des espèces lipidiques. On infuse directement les lipides totaux dans le 
spectromètre de masse. Ceci permet d’identifier le nombre de carbones et 
d’insaturations des classes lipidiques majoritaires (Liebisch et al., 2004). 
 la chromatographie liquide à haute performance couplée à la spectrométrie de 
masse (HPLC-MS/MS) : Avec la LC-MS/MS les lipides sont séparés selon leur 
affinité avec les phases stationnaires et mobiles. On les caractérise ensuite par 
spectrométrie de masse en tandem. 
1.2. La démarche de développement 
1) La première étape avant l’optimisation de la spectrométrie de masse est le choix du 
contre-ion permettant d’attribuer une charge aux molécules à analyser. En effet, le 
comportement de la molécule chargée dans l’analyseur est corrélé au type du contre-
ion. Les ions fréquemment utilisés sont le sodium, l’ammonium, le potassium, le 
lithium... Ces tests se font sur un mélange de standards commerciaux correspondant 
aux molécules à analyser. Une fois le contre-ion choisi, la méthode est optimisée sur 
le mélange de standards commerciaux puis adaptée à l’échantillon biologique auquel a 
été rajouté un standard interne, c’est-à-dire, une molécule similaire à celle à analyser 
mais qui n’est pas naturellement présente dans l’échantillon biologique. 
2) La deuxième étape est l’optimisation des paramètres principaux de la masse. 
Les paramètres à optimiser sont diffèrents en fonction du type d’instrument utilisé. La 
mise au point de la spectrométrie de masse dans cette étude est spécifique au Qtrap 
5500. Elle consiste en l’optimisation (cf. figure III-1) : 
 des potentiels nécessaires à l’entrée des ions dans l’analyseur (DP et EP) 
 de l’énergie de fragmentation ou de l’énergie de collision des ions dans l’analyseur 
(collision energy ; CE)  
 
 
67 
 du potentiel de sortie des ions de l’analyseur (CXP). 
 La CE est le paramètre le plus critique car la fragmentation de chaque molécule en 
dépend. Par ailleurs, dans le cas du Qtrap, d’autres paramètres sont à ajuster, tels que la 
température de la source ou la différence de potentiel de la source. 
3) La troisième étape est la mise au point de la LC qui dépend (figure III-1) : 
 du type de la colonne (normale, phase inverse, largeur et diamètre des 
billes,…) 
 des solvants de la phase mobile 
 du gradient des solvants 
 de la température 
 du débit 
4) La quatrième étape correspond à l’application de la méthode sur des standards pour 
obtenir la linéarité des analyses. Cette étape va permettre par la suite de définir la 
concentration adéquate du standard interne utilisé dans les échantillons biologiques, 
ainsi que la fenêtre de concentration dans laquelle l’échantillon doit se situer. 
5) La dernière étape de la mise au point de la méthode consiste à tester la répétabilité de 
l’expérience sur des échantillons biologiques. 
Figure III-1: Paramètres d'optimisation de la HPLC-MS. 
Les paramètres principaux de la HPLC :sont la colonne, la température, les solvants le gradient 
et le débit des solvants. Les paramètres de la masse sont : DP: Declustring Potential; EP: 
Entrance Potential; CE: Collision Energy; CXP: Collision cell Exit Potential.(www.ABCsciex.com) 
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2. Développement des méthodes d’analyse des triacylglycérols et 
diacylglycérols par injection directe et LC-MS/MS 
 De nombreuses méthodes d’étude en MS ont été développées pour analyser les TAG, 
notamment les TAG des plantes à graines oléagineuses du fait de leur importance dans la définition de 
la qualité des huiles (Cheng et al., 1998; Cozzolino and De Giulio, 2011; Dorschel, 2002; Ruiz-
Samblás et al., 2013). Nous nous sommes inspiré de ces études pour mettre au point les méthodes 
d’analyses des TAG et DAG dans les plastoglobules. 
2.1. Choix du contre-ion utilisé pour l’analyse des TAG et DAG 
 L’ionisation est souvent réalisée avec de l’acétate d’ammonium (Leskinen et al., 2007). 
Nous avons donc choisi de travailler avec l’ammonium comme contre ion. Les résultats obtenus 
étant satisfaisants, nous n’avons pas testé d’autres ions. 
2.2. Optimisation des paramètres de la spectrométrie de masse pour la 
fragmentation des TAG et DAG 
2.2.1. La fragmentation des TAG et DAG 
 La fragmentation des TAG et DAG a déjà été décrite (Bowden et al., 2011; Cheng et al., 1998; 
Kalo et al., 2006; Leiker et al., 2011; Zhang et al., 2012). Elle consiste en la fragmentation de l’ion 
parent [M+NH4]
+
et la génération des ions fils [M+NH4-AG1/2]
+
 (figure III-2) . Ceci se traduit par la 
perte d’un des acides gras (AG) et l’apparition d’un ion « DAG-like » (dans le cas des TAG) ou 
« MAG-like » (cas des DAG). La masse de l’AG perdu est égale à la différence des masses entre l’ion 
fils et l’ion précurseur (ion parent). Elle est aussi égale à la masse de l’AG plus la masse du NH3 
(RCOOH+NH3) (Hsu and Turk, 2010; Nagy et al., 2012). 
2.2.1. Paramètres de fragmentation des TAG et DAG 
Cette partie de l’optimisation a été réalisée au cours d’un travail de thèse par Mélanie Onofre 
et Laetitia Fouillen. L’optimisation se fait sur un mélange connu de standards de TAG et de DAG 
commerciaux (SIGMA) (tableau III-1) à 1 nmol/µl dans du chloroforme/méthanol (2:1) / Acide 
formique 0,2% + Ammoniac 0,028%. Ils sont injectés dans la MS par injection directe. 
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Tableau III-1 : Mélange de standards utilisé pour l’optimisation de la MS  
 
Standards ID Masse molaire 
DAG 32: 2 16:1/16:1 564,9 
DAG 36:0 18:0/18:0 625 
DAG 36:4 18:2/18:2 617 
DAG 40: 0 20:0/20:0 681,1 
TAG 46:1 14:0/14:0/18:1 776,7 
TAG 52:2 18:1/16:0/18:1 858,7 
TAG 52:2 16:0/18:1/18:1 858,7 
TAG 52:3 16:0/18:1/18:2 874,7 
TAG 54:5 18:2/18:2/18:1 880,7 
Figure III-2 : Schéma de fragmentation des TAG en MS/MS. [M+NH4]
+
 
représente l’ion précurseur. R1, R2 et R3 : acide gras en position sn1, sn2 et sn3 
du glycérol. (Kalo et al 2006) 
[M+NH4]
+
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La figure III-3 montre le spectre d’ionisation MS du standard TAG 52:3 (16:0/18:1/18:2) 
(Avanti polar lipid). Elle indique la présence des masses correspondantes à la masse de l’ion parent 
[M+NH4]
 + 
de m/z 874,5 (l’ion à m/z de 875.7 est un isotope de l’ion parent, les autres pics sont issus 
d’une contamination). 
Remarque : dans cette étude les classes lipidiques sont écrites sous la forme n:x 
n : correspond au nombre de carbones. 
x : correspond au nombre d’insaturations. 
Exemple : Le DAG 34:0 contient 34 atomes de carbone et 0 insaturations. 
 
Un exemple de fragmentation du standard TAG 52:3 (16:0/18:1/18:2) est représenté dans la 
figure III-4. Le spectre MS/MS  montre les deux ions-parents, [M+NH4]
+
de m/z 874.8 et [M+H]
+
de 
m/z 857.8 (masse observée). La fragmentation de l’ion parent [M+NH4]
+ 
génère l’ion fils [M+NH4-
16:0]
+
 de m/z 601.6 par la perte de l’AG C16:0 (C16:0+NH3 : ΔM = 273). L’ion [M+NH4-18:2]
+
 
observé à m/z 577.6 est l’ion produit suite à la perte de l’AG C18:2 (C18:2+NH3 ; ΔM = 297). L’ion 
[M+NH4-18:1]
+
 observé à m/z 575.5 est l’ion produit suite à la perte du de l’AG C18:1 (C18:1+NH3 ; 
ΔM = 299). 
 
Figure III-3 : Spectre MS du TAG 52:3 (16:0/18:1/18:2). 
Le TAG 52:3 est repris dans du CHCl3/MeOH 2:1/ Acide formique 0,2% + Ammoniac 
0,028%. Il est infusé à 7µl/min dans le QTRAP 5500. L’ion parent [TAG 52:3+NH4]
+
est 
observé à m/z 874.5 ; l’ion à m/z 875,7 représente l’isotope de l’ion parent. 
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 Les masses des ions obtenues avec le spectre MS sont utilisées pour calculer les masses 
théoriques des ions fils. Ces ions seront fragmentés en utilisant les paramètres DP, EP, CE et CXP qui 
ont été optimisés. Ce type de fragmentation a été fait sur un ensemble de molécules connues. Pour 
chaque lipide les paramètres DP, EP, CE et CXP ont été optimisés (cf. tableau III-2). 
Figure III-4 : Spectre MS2 du TAG 52:3 (16:0/18:1/18:2).de m/z 874.8. 
Le TAG 52:3 est repris dans du CHCl3/MeOH 2:1/ Acide formique 0,2% + Ammoniac 0,028% et 
infusé à 7µl/min dans le QTRAP 5500. L’ion [M+NH4]
+
 de m/z 874.9 est fragmenté à DP: 40 eV; 
EP: 10 eV; CE: 36 eV; CXP: 11 eV. L’ion [M+NH4-16:0]
+
 de m/z 601.6 est
 
l’ion produit suite à la 
perte du C16:0+NH3. L’ion [M+NH4-18:2]
+
 observé à m/z 577.6 est l’ion produit suite à la perte 
du C18:2+NH3. L’ion [M+NH4-18:1]
+
 observé à m/z 577.6 est l’ion produit suite à la perte du 
C18:1+NH3. ΔM : différence de masse  
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Tableau III-2 : Liste des standards DAG et TAG et leurs paramètres DP, EP, CE et CXP 
optimisés. 
 
a. Analyse des TAG par injection directe 
Dans un premier temps nous avons voulu identifier les TAG par injection directe, une 
approche souvent utilisée pour l’analyse des TAG dans les huiles (Lísa et al., 2009). Les modes de 
scans les plus adaptés pour l’injection directe sont : le mode neutral loss et ion precursor. Ainsi, après 
optimisation des paramètres de fragmentation, une méthode d’analyse des TAG par injection directe a 
été mise au point (cf. annexe III-1) (Byrdwell and Neff, 2002; McAnoy et al., 2005). Le mode 
 
ID [M+NH4]
+ 
AG perdu 
[RCOOH+NH3] 
[M+NH4-AG]
+
 DP (eV) EP (eV) CE (eV) CXP 
(eV) 
DAG 32: 2 16:1/16:1 582,9 16:1 311,5 86 10 29 12 
DAG 34:0 17:0/17:0 614,4 17:0 327,5 86 10 33 12 
DAG 36:0 18:0/18:0 643,0 18:0 341,5 86 10 35 12 
DAG 36:4 18:2/18:2 635,0 18:2 337,6 86 10 35 12 
DAG 40: 0 20:0/20:0 699,1 20:0 369,6 86 10 39 12 
TAG 46:1 14:0/14:0/18:1 794,7 18:1 495,2 40 10 33 11 
TAG 46:1 14:0/14:0/18:1 794,7 14:0 549,1 40 10 33 11 
TAG 51:0 17:0/17:0/17:0 866,4 17:0 579,5 40 10 36 11 
TAG 52:2 18:1/16:0/18:1 876,8 18:1 557,1 40 10 35 11 
TAG 52:2 16:0/18:1/18:1 876,8 16:0 603,5 40 10 35 11 
TAG 52:3 16:0/18:1/18:2 874,4 18:1 575,5 40 10 36 11 
TAG 52:3 16:0/18:1/18:2 874,4 18:2 577,6 40 10 36 11 
TAG 52:3 16:0/18:1/18:2 874,4 16:0 601,5 40 10 36 11 
TAG 54:5 18:2/18:2/18:1 900,8 18:2 603,5 40 10 35 11 
TAG 54:5 18:2/18:2/18:1 900,8 18:1 601,5 40 10 35 11 
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d’acquisition neutral loss en scan positif a été utilisé lors de cette analyse. Grâce à cette méthode nous 
allons pouvoir identifier les ions parents qui ont perdu un AG spécifique de masse neutre (AG+NH3). 
b. Linéarité de la méthode d’analyse par "injection directe" 
Un test sur le mélange de standards a été réalisé par Mélanie Onofre et Laetitia Fouillen. Elles 
ont défini ainsi la concentration optimale des deux standards internes SI_TAG51:0 (17:0/17:0/17:0) à 
0.5 pmol/µl et SI_DAG34:0 (17:0/17:0) à 1 pmol/µl. Une réponse linéaire a été obtenue permettant de 
définir la gamme de concentrations au sein de laquelle la quantification relative des TAG et DAG est 
possible (Mélanie Onofre et Laetitia Fouillen, communication personnelle). 
Nous sommes ensuite passés à la quantification relative par injection directe des TAG présents 
dans les plastoglobules d’A.thaliana et de P. sativum. Les résultats obtenus sont discutés dans la partie 
2 de ce chapitre. 
Pour résumer, le développement de la méthode par infusion directe nous permet d’obtenir un 
profil des espèces lipidiques qui composent les TAG. Cependant, l’analyse par injection directe est 
moins sensible quand il s’agit d’un extrait lipidique complexe, car les lipides majoritaires masquent les 
lipides minoritaires. Pour contourner ce problème, la spectrométrie de masse en tandem peut être 
précédée d’une  étape de séparation des lipides. Nous avons donc choisi de développer une méthode 
qui combine la séparation en amont des lipides par HPLC et leur identification par MS en mode MRM 
(Multiple Reaction Monitoring) avec un QTRAP 5500. 
2.3. Optimisation de la LC pour la séparation des TAG et DAG  
Pour la LC-MS nous avons donc choisi de travailler avec le mode MRM (Multiple Reaction 
Monitoring) pour sa haute sensibilité où seuls les ions ayant la transition exacte sont détectés (voir 
chapitre Introduction), alors que nous travaillions en mode "neutral loss" en injection directe. Avant 
d’optimiser la LC, il nous faut donc adapter la méthode de détection mise au point pour l’injection 
directe, notamment en calculant la masse théorique de toutes les combinaisons d’ions parents et d’ions 
fils probables dans l’échantillon. La mise au point de la LC a été réalisée à partir du mélange de 
standards utilisé pour optimiser l’injection directe. 
Pour séparer les TAG en LC il est souvent utilisé comme phase stationnaire des colonnes de 
type : phase inverse (C18 ou C8) ou phase normale (NP) (Garnier-Lhomme et al., 2009; Lísa et al., 
2009). La phase mobile, elle, est constituée de solvants de polarité variable en fonction du type de la 
phase et des molécules à séparer. Les méthodes de séparation des TAG par LC-MS/MS utilisent des 
colonnes en phase inverse avec des solvants moins polaires (CHCl3…). Après une étude 
bibliographique, trois publications ont été retenues pour l’analyse des TAG et DAG, qui diffèrent 
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notamment pour le type de colonne utilisée, les solvants et la durée du gradient de l’analyse (cf. 
Tableau III-3). 
Tableau III-3 : Paramètres de trois méthodes d’analyses des TAG et DAG par LC-MS/MS 
décrites dans la littérature. Le type de colonne, les solvants, la durée et le débit du gradient, et la 
température utilisés dans la séparation des TAG et DAG sont indiqués. 
Publication 
Colonne  
(longueur x diamètre, 
taille des billes) 
Solvant A et B 
Duré 
(min) 
Débit 
(µl/min) 
T (°C) 
Leskinen et al 2007 RP: C18  
(100 x 2.1 mm, 1.7 µm) 
A: Methanol/ Hydroxide ammonium 0,1% 
B: Isopropanol/ Hydroxide ammonium 0,1% 
45 40 21 
Ikeda et al 2009 RP: BEH 
(100 x 1.5 mm, 1.7 µm) 
A: Acétonitrile/methanol/eau (19/19/2)/ Acide 
acétique 0.1%/Ammoniac 0.028% 
B: Isopropanol/Acide acétique 
0.1%/Ammoniac 0.028% 
50 50 45 
Qi et al., 2010 RP: C8 
(50 x 1.2 mm, 3.5 µm) 
A: Acétonitrile/eau (95/5)/ formate 
d’ammonium 5mM 
B: Isopropanol/eau (95/5)/ formate 
d’ammonium 5mM 
15 30 30 
 
Les méthodes développées par Leskinen et al. (2007) et par Qi et al. (2010) ont été testées afin 
de déterminer la méthode la plus appropriée pour nos échantillons. Plusieurs gradients de solvants ont 
été essayés avec notre mélange de standards. La figure III-5 montre le chromatogramme de la 
séparation des molécules des TAG et des DAG selon la méthode de Qi et al. (2010) (figure III-5A) et 
de Leskinen et al. (2007) (figure III-5B). Chaque molécule est représentée par une couleur différente. 
L’ordre de sortie de chaque molécule est dépendant de la masse et du nombre d’insaturations. Plus la 
masse de la molécule est importante et plus le nombre d’insaturations est bas, plus la molécule sortira 
tard. Cependant, les ions précurseurs qui ont la même masse tels que les isomères sont superposés. 
Grâce à la MS nous arrivons à identifier les isomères de chaque molécule. La comparaison entre les 
deux méthodes montre qu’avec la méthode de Qi et al. (2010) la séparation n’est pas optimale car le 
DAG à m/z élevé (DAG 20:0-20:0) sort à proximité des espèces des TAG. La séparation est meilleure 
dans les conditions de Leskinen et al. (2007) où les différentes espèces de TAG sont bien séparées des 
espèces de DAG. 
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Méthode Leskinen et al 2007 
Figure III-5: HPLC-MS/MS des standards de TAG et de DAG.  
Les standards sont à 4 pmol/µl de solvant A chacun, et 3 µl sont injectés. 
A. séparation selon les conditions HPLC de Qi et al 2010. Colonne Phenomenex-C8_150x1mm; 5µm, 
température= 30°C, débit=40µl/min, solvantA: Acétonitrile/H2O (95/5) / Acide formique 0.2% / Ammoniac 0.028%, 
SolvantB: Isopropanol/H2O (95/5)/ Acide formique 0.2% / Ammoniac 0.028% Duré de l’acquisition 15 min.  
B. séparation selon les conditions HPLC de Leskinen et al 2007. Colonne Phenomenex-C18_150x1mm; 4µm, 
température= 30°C, débit=40µl/min, solvantA: MeOH /Acide formique 0.2% / Ammoniac 0.028%, SolvantB: 
Isopropanol/ Acide formique 0.2%/Acétate d'ammonium 0.028%. Duré de l’acquisition 60min.  
Les couleurs attribuées aux pics correspondent à chaque molécule présente dans le mélange. Les pics qui se 
superposent correspondent à des molécules ayant  la même masse (isomères). 
XIC of +MRM (15 pairs): 583.000/311.400 Da ID: DAG 16:1/16:1 from Sample 3 (Std-Qi) of 121031_TAG_Qi.wiff (Turbo Spray) Max. 3.3e5 cps.
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 La méthode de Leskinen et al., (2007) a donc été choisie dans un premier temps pour l’analyse 
de nos échantillons. Dans le but d’identifier la présence de TAG avec des acides gras à très longue 
chaîne dans les plastoglobules, tels que le TAG 58:3 (18:3/18:0/20:0) et le TAG 60:0 (20:0/20:0/20:0), 
une légère modification a été apportée à la méthode : la durée du gradient a été augmentée et passe 
ainsi de 45 min à 60 min, pour mieux séparer les molécules qui ont une masse plus élevée (tels que les 
TAG 20:0/20:0/20:0). 
 
Les premiers échantillons de plastoglobules chez A.thaliana et P. sativum sont testés avec la 
méthode LC-MS/MS selon Leskinen et al., (2007). Les résultats obtenus de cette première analyse 
montrent une bonne séparation des TAG et DAG (figure III-6). 
Après quelques essais avec l’échantillon biologique, un problème de méthode a été mis en 
évidence, générant des problèmes d’ordres technique et analytique qui se manifestent par un 
dédoublement des pics lors de la séparation des molécules. Cette anomalie est très probablement due à 
l’utilisation de solvants dépourvus d’eau ce qui a induit la cristallisation de sel d’ammonium et 
provoqué ainsi un dysfonctionnement de la machine. 
Figure III-6: HPLC-MS/MS des TAG des plastoglobules de P. sativum selon la méthode de 
Leskinen et al. (2007). 
Les extraits lipidiques sont repris dans MeOH / SI_TAG et 1 pmol/µ., 3µl sont injectés dans la HPLC-
MS/MS QTRAP 5500. Paramètres utilisés : colonne Phenomenex-C18_150x1mm; 4µm, 
température= 30°C, débit=40µl/min, solvantA: MeOH /Acide formique 0.2%/ Ammoniac 0.028%, 
SolvantB: Isopropanol/ Acide formique 0.2%/Ammoniac 0.028%. Durée de l’acquisition 60min. 
 
XIC of +MRM (352 pairs): 574.852/307.399 Da ID: DAG 16:3-16:3 from Sample 10 (PG_Pea-c) of 130123_LN.wiff (Turbo Spray) Max. 1333.0 cps.
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Figure III-7: HPLC-MS/MS des standards TAG et DAG selon la méthode Ikeda et al 
(2009). 
Les standards sont repris dans CHCl3/MeOH 2:1 et 3 µl sont injectés dans HPLC-MS/MS QTRAP 
5500.Paramètres utilisés : colonne Phenomenex-C8_luna_150x100mm; 3µm, température= 30°C, 
débit=40µl/min, Solvant A: ACN/MeOH/H2O (19/19/2)/Acide formique 0.2%/Acétate d'ammonium 
0.028%, Solvant B: Isopropanol/ Acide formique 0.2%/Acétate d'ammonium 0.028%. Durée de 
l’acquisition 60 min. 
XIC of +MRM (15 pairs): 886.400/579.500 Da ID: TAG 17:0/17:0/17:0 from Sample 12 (LN Mix3) of 130415_TAG.wiff (Turbo Spray), Smooth... Max. 6916.4 cps.
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Time, min
0.0
5.0e5
1.0e6
1.5e6
2.0e6
2.5e6
3.0e6
3.5e6
4.0e6
4.5e6
5.0e6
5.5e6
6.0e6
6.5e6
7.0e6
7.5e6
8.0e6
8.5e6
9.0e6
9.5e6
In
te
n
si
ty
, 
cp
s
DAG 
TAG 
Méthode Ikeda et al 2009 
Pour contourner ce problème, une nouvelle méthode a été testée et adaptée d’après Ikeda et al., 
(2009) (cf. tableau III-4). Pour des raisons d’indisponibilité de la colonne RP-BEH (Ethylene Bridged 
Hybrid) dans le laboratoire, nous avons choisi de remplacer cette colonne par une RP-C8. Le premier 
essai réalisé sur des standards montre une séparation satisfaisante des molécules de TAG et de DAG 
(cf. figure III-7). 
 
2.4. Linéarité de la méthode d’analyse par LC-MS/MS 
Cette partie a été réalisée par Lionnelle Belanga et Laetitia Fouillen. Après avoir fait des tests 
sur les standards de TAG et de DAG, l’analyse des TAG et des DAG a été validée par le test de 
linéarité des analyses. Les différents standards (cf. tableau III-1) ont été utilisés à des concentrations 
variables en présence des standards internes (SI) TAG 51:0 (17:0-17:0-17:0) et DAG 34:0 (17:0-17:0) 
qui sont à une concentration fixe de 1pmol/µl. Une réponse linéaire a été obtenue permettant de 
valider la méthode d’analyse des TAG et DAG. 
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2.5. Répétabilité de la méthode d’analyse par LC-MS/MS 
Afin d’avoir une répétabilité de la méthode d’Ikeda et al. (2009), plus de trois essais ont été 
réalisés sur nos standards (Lionnelle Belanga et Laetitia Fouillen, communication orale). Une fois que 
la répétabilité de la méthode est confirmée par des résultats reproductibles, les premiers essais sur des 
échantillons biologiques ont été réalisés (cf. figure III-8). 
La sortie des standards internes DAG 34:0 et TAG 51:0 au bon temps de rétention est un 
contrôle indiquant le bon fonctionnement de la méthode. Les résultats reproductibles obtenus avec les 
échantillons biologiques sont discutés dans la partie résultats de ce chapitre (cf § 7). 
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Figure III-8: HPLC-MS/MS des TAG et DAG des plastoglobules chez A. thaliana séparés avec la 
méthode de Ikeda et al 2009. 
Les extraits lipidiques sont repris dans ACN/MeOH/H2O (19/19/2)/ SI_TAG et SI_DAG à 1 pmol/µl, 3µl sont 
injectés dans HPLC-MS/MS QTRAP 5500.Colonne Phenomenex-C8_luna_150x100mm; 3µm, température= 
30°C, débit=40µl/min, solvantA: ACN/MeOH/H2O (19/19/2)/Acide formique 0.2%/Acétate d'ammonium 0.1%, 
SolvantB: Isopropanol/ Acide formique 0.2%/Acétate d'ammonium 0.028%. Durée de l’acquisition 60 min. 
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3. Développement d’une méthode d’analyse des galactolipides par LC-MS 
L’objectif est de développer une méthode d’analyse par LC-MS/MS permettant de caractériser 
les galactolipides présents dans les plastoglobules et dans les thylacoïdes chez A.thaliana et P. 
sativum. Grâce à cette méthode nous allons pouvoir, d’un côté, compléter l’identification du 
glycérolipidome des plastoglobules et, d’un autre côté, amener des éléments de réponse sur le devenir 
des galactolipides des thylacoïdes dans les plastoglobules. L’identification et la caractérisation des 
galactolipides par LC-MS est fréquemment utilisée (Ibrahim and Feussner, 2011; Welti et al., 2003; 
Xu et al., 2010; Zábranská et al., 2012). Nous avons donc choisi d’adapter  une de ces méthodes de 
quantification par LC-MS/MS spécifique aux MGDG et DGDG à nos échantillons. 
3.1. Choix du contre-ion utilisé pour l’analyse des MGDG et DGDG 
 La fragmentation des galactolipides en spectrométrie de masse est différente selon le contre-
ion utilisé. Les molécules fréquemment utilisées dans la littérature sont l’ammoniac et l’acétate de 
sodium. Mais, pour les galactolipides, l’acétate de sodium est le plus utilisé car, avec cette molécule, il 
y a possibilité de connaître la régio-localisation des acides gras sur le squelette du glycérol (Guella et 
al., 2003; Ibrahim and Feussner, 2011). Nous avons donc comparé la fragmentation des MGDG et 
DGDG avec chacun de ces deux ions afin de déterminer lequel donne les résultats optimaux. 
3.2. Optimisation des paramètres de fragmentation des galactolipides 
par injection directe  
Afin d'optimiser la méthode d’analyse des galactolipides, un mélange de standards MGDG et 
DGDG (SIGMA) a été utilisé à une concentration de 1nmol/µl. 
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Tableau III-4 : Liste des standards de MGDG et DGDG utilisés pour l’optimisation de la MS  
 
3.2.1. Les paramètres de fragmentation des galactolipides en présence de NH4 
a. La fragmentation des MGDG 
La fragmentation des MGDG en présence de NH4 a déjà été identifiée dans des travaux précédents 
(Guella et al., 2003). La fragmentation se caractérise par l’obtention de 4 fragments majoritaires (cf. 
Figure III-9) : 
 2 ions correspondants à la perte du groupement galactose :  
[M+NH4-162]
+ 
: perte du galactose sans une molécule d’eau 
[M+NH4-180]
+ 
: perte du galactose 
 2 ions correspondants à la molécule ayant perdu l’un ou l’autre des acides gras : 
[RCO+74]
+ 
: (M-R1/2COOH) avec R= Cn-1H2n-2*db  
 
  ID Masse moléculaire (m/z) 
M
G
D
G
 
16:0-18:2 34:2 754,58 
16:0-18:3 34:3 752,57 
18:0-18:2 36:2 782,15 
18:1-18:2 36:3 780,15 
18:2-18:2 36:4 778,15 
18:2-18:3 36:5 776,15 
D
G
D
G
 
16:1-16:1 32:2 888,18 
16:0-18:1 34:1 918,23 
16:0-18:2 34:2 916,23 
16:0-18:3 34:3 914,23 
18:2-18:2 36:4 940,29 
18:2-18:3 36:5 938,29 
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 Un exemple de fragmentation du MGDG 34:2 (16:0-18:2) est représenté dans la figure III-10. 
Ce profil de fragmentation concorde avec le schéma de fragmentation déjà expliqué (figure ci-dessus). 
L’ion précurseur [M+NH4]
+ 
apparaît à une masse de m/z 772.7. Quatre ions fragments sont obtenus :  
 Les  fragments observé à m/z 593,5 et à m/z 575,5 correspondent au [M-H-
162]
+ 
et au [M+H-180]
+ 
: le MGDG qui a perdu le groupement  galactose 
(ΔM=179) 
 Un fragment de m/z 337,3 qui correspond à [R18:2CO+74]
+ 
: l’AG C18:2 issu 
du MGDG (ΔM=437) 
 Un fragment de m/z 313,3 qui correspond à [R16:0CO+74]
+ 
: l’AG C16:0 issu 
du MGDG (ΔM=459). 
Figure III-9: Schéma de fragmentation du MGDG en présence du NH4
+
. 
Quatre fragments sont obtenus: [M+H-162]
+ 
 et [M+H-180]+ : MGDG qui a perdu 
le groupement galactose. [R2CO+74]
+ 
: l’AG perdu en position sn2, [R1CO+74]
+ 
: 
l’AG perdu en position sn1. 
[M+H-162]
+
 
[R1CO+74]
+
 
O
O
O
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CH3
CH3
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OH
OH
OH
OH
NH4
+
[R2CO+74]
+
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b. Fragmentation des DGDG 
De la même façon que pour les MGDG, la fragmentation des DGDG a été étudiée lors de travaux 
antérieurs (Guella et al., 2003). 
Quatre ions fils sont obtenus lors de la fragmentation de l’ion-parent [M+NH4]
+  
(figure III-11) : 
  [M+NH4-Gal]
+
: perte du groupement galactose (C6H12O6) 
 [M+NH4-Gal-Gal]
+
: perte de deux groupements de galactose  
 [R1CO+74]
+ 
: l’acide gras perdu en position sn1. 
 [R2CO+74]
+ 
: l’acide gras perdu en position sn2. 
Figure III-10 : Spectre MS2 du MGDG 16:0-18:2 àm/z 772.7 en mode positif.  
Les standards sont repris dans du CHCl3/MeOH 2:1/ Acide formique 0,2% + Ammoniac 0,028% 
et infusés à 7µl/min dans le QTRAP 5500. L’ion [M+NH4]
+ 
à m/z 772.7 est fragmenté avec les 
paramètres : DP: 71 V; EP 12 V ; CE: 20 eV; CXP: 14 V. ΔM : différence de masse entre l’ion 
[M+NH4]
+.
et le fragment obtenu. 
 
[M+H-180]
+
 
[M+H-162]
+
 
[M+H]
+
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 La figure III-12 expose la fragmentation du DGDG 36:4 (18:2-18:2). Ainsi, l’ion précurseur 
[M+NH4]
+ 
apparaît à une masse de 956,6 m/z qui se fragmente en trois ions-fragments connus : 
 Un fragment est observé à m/z 779,4 qui correspond au [M-NH4-Gal]+ : le 
DGDG qui a perdu un galactose (ΔM=179). 
 Un fragment est observé à m/z 617,6 qui correspond au [M-NH4-Gal-Gal]
+ 
: le 
DGDG qui a perdu les deux groupements galactose (ΔM=341 m/z). 
 Un fragment de m/z 337,2 qui correspond à [R18:2CO+74]
+ 
: l’AG C18:2 
obtenu du DGDG (ΔM=621). 
Figure III-11 : Schéma de fragmentation du DGDG en présence du NH4
+
. 
[M-Gal]
+ 
: DGDG qui a perdu un galactose. 
[M-Gal-Gal]
+ 
: DGDG qui a perdu les deux galactoses 
[R2CO+74]
+ 
: l’AG perdu en position sn2. 
[R1CO+74]
+ 
: l’AG perdu en position sn1. 
O
O
O
O
CH3
CH3
O
O
OH
OH
OH
O
O
OH
OH
OH
OH
NH4
+
[M-Gal]
+
 
[M-Gal-Gal]
+
 [R1CO+74]
+
 
[R2CO+74]
+
 
 
 
85 
 
Les ions des molécules MGDG et DGDG seront fragmentés différemment en fonction de la 
valeur des paramètres DP, EP, CE et CXP choisie. Pour chaque lipide les paramètres DP, EP, CE et 
CXP ont été optimisés. Le tableau III-5 donne un récapitulatif de ces paramètres pour chaque 
molécule de MGDG et DGDG analysée. 
En conclusion, la  fragmentation obtenue en présence d’acétate d’ammonium est le même que 
celle retrouvée dans la littérature. Cependant, l’ionisation avec l’acétate d’ammonium est faible et ne 
permet pas d’avoir des informations sur la régiolocalisatin des acides gras sur le glycérol. Nous avons 
décidé donc, de faire le test avec le contre ion sodium (Guella et al., 2003; Ibrahim and Feussner, 
2011). 
 
Figure III-12 : Spectre MS2 du DGDG 18:2-18:2.de m/z 958.6 en mode positif. 
Les standards sont repris dans du CHCl3/MeOH 2:1/ Acide formique 0,2% + Ammoniac 0,028% 
et  infusé à 7µl/min dans le QTRAP 5500. L’ion [M+NH4]
+
 à m/z 958.6 est fragmenté avec les 
paramètres DP: 11V; EP 10 V ; CE: 20 eV; CXP: 16 V. ΔM : différence de masse entre l’ion 
[M+NH4]
+.
et le fragment obtenu. 
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Tableau III-5 : Récapitulatif des valeurs des paramètres DP, EP, CE et CXP optimisés pour 
chaque molécule du mélange de standards de MGDG et DGDG. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2. Les paramètres de fragmentation des ions de galactolipides en présence 
de Na
+
 
Les travaux préalables ont montré que l’ionisation est très importante en présence de sodium 
comme contre-ion (Guella et al., 2003; Ibrahim and Feussner, 2011; Xu et al., 2010). Celui-ci génère 
une fragmentation différente de celle obtenue avec l’acétate d’ammonium. De plus, il a été démontré 
que grâce à ce type d’ionisation la régio-localisation des AG sur le squelette du glycérol est possible. 
En effet, le fragment le plus intense est celui retrouvé en position sn1 et le moins intense est celui 
estérifié en position sn2 du glycérol (Guella et al., 2003). 
  ID M th [M+NH4]
+
th DP EP CE CXP 
M
G
D
G
 
16:0-18:2 34:2 754,58 772,72 43 14 26 18 
16:0-18:3 34:3 752,57 770,61 45 10 20 11 
18:0-18:2 36:2 782,15 800,19 50 11 20 9 
18:1-18:2 36:3 780,15 798,19 22 12 24 19 
18:2-18:2 36:4 778,15 796,19 20 15 20 14 
18:2-18:3 36:5 776,15 794,19 45 12 23 18 
D
G
D
G
 
16:1-16:1 32:2 888,18 906,22 50 10 25 10 
16:0-18:1 34:1 918,23 936,27 50 10 20 10 
16:0-18:2 34:2 916,23 934,27 50 10 20 10 
16:0-18:3 34:3 914,23 932,27 50 10 30 10 
18:2-18:2 36:4 940,29 958,66 50 10 20 10 
18:2-18:3 36:5 938,29 956,66 50 10 20 10 
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Nous avons comparé deux types de donneur de sodium, le NaCl et le NaOH. L’ionisation était 
plus importante avec le NaCl. Nous avons donc décidé de travailler avec NaCl à 0,001mM /MeOH 
(Xu et al., 2010). 
a. Fragmentation du MGDG 
La fragmentation du MGDG en présence de Na
+
 a été caractérisée dans des travaux préalables 
(Xu et al., 2010). Cette fragmentation génère les fragments suivants (figure III-13) : 
Deux ions très majoritaires : 
 [M+Na-AG1]
+ 
: correspond à la perte de l’AG en position sn1 
 [M+Na-AG2]
+ 
: correspond à la perte de l’AG en position sn2 
Et 2 ions plutôt minoritaires (pas obligatoirement visibles) :  
 [M+Na-Gal]+ : représente la perte du groupement galactose (ΔM =180) 
 [C9H16O6Na]
+ 
: fragment  provenant de la tête polaire. Il est obtenu lors d’une 
fragmentation à haute énergie.  
 
Figure III-13 : Schéma de fragmentation du MGDG en présence de l’acétate de 
sodium.  
[M+Na-Gal]
+ 
: MGDG qui a perdu un galactose  
[C9H16O6Na]
+ 
: fragment contenant la tête galactose avec Na. 
[M+Na-R2COOH]
+ 
: MGDG qui a perdu l’AG en position sn2. 
[M+Na-R1COOH]
+
: MGDG qui a perdu l’AG en position sn1. 
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Figure III-14 : Spectre MS des standards MGDG en présence de l’acétate de sodium.  
Les standards sont repris dans du CHCl3/MeOH 2:1 +0.001 mM NaCl et infusés à 7µl/min dans le 
QTRAP 5500. 
 Les spectres MS d’ionisation des molécules de standards sont représentés dans la figure III-14. 
La masse des molécules observées [M+Na]
+
 correspond bien à la masse théorique calculée. Par 
exemple, le spectre le plus intense sur la figure III-14 est l’ion [M+Na]
 + 
du 
 
MGDG 36:4 (18:2-18:2) 
qui a une masse observée de m/z 801,5 et un rapport m/z calculé de [M+Na]
 +
th= 801 
 
 A partir de ce profil, nous avons réalisé la fragmentation de ces standards avec des paramètres 
de fragmentation DP, EP, CE et CXP optimisés automatiquement. La figure III-15 expose le spectre 
de fragmentation du MGDG 34:2 (16:0-18:2). L’ion parent [M+Na]
+
 de m/z = 777.6 se fragmente en 4 
molécules : 
 Un ion fils [M+Na-16:0]+ est observé à m/z 521,2. Il correspond au MGDG qui a perdu l’AG 
C16:0 (ΔM=256) situé en position sn1 du glycérol. 
 Un autre ion fils [M+Na-18:2]+ de m/z 497,4 qui représente la perte du deuxième AG C18:2 
(ΔM=280) localisé en position sn2 du glycérol. 
 Un fragment de 242,9 m/z [C9H16O6Na]
+ 
. Il provient de la tête polaire galactose. La différence 
de masse (ΔM=535 m/z) correspond à la perte des deux AG (DAG 34:2-like). 
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 On observe également en très faible abondance l’ion à m/z 615,5 correspondant à l’ion 
[M+Na-Gal]
+
 représentent le MGDG qui a perdu son groupement galactose. 
 
b. Fragmentation du DGDG 
La fragmentation du DGDG est similaire à celle du MGDG et génère les fragments suivants (Xu et al., 
2010) (figure III-16) : 
Les ions provenant de la perte des acides gras :  
 [M+Na-AG1/2]
+
 : la perte d’un AG en position sn1 ou sn2 
 [M+Na-Gal-AG1/2]
+
 : la perte d’un AG en sn1 ou sn2 et d'un galactose 
Les ions provenant directement de la fragmentation du groupement galactose 
 [M+Na-Gal]+ : la perte d’un galactose 
 [C9H16O6Na]
+
 : fragment en commun avec les MGDG 
 
 
Figure III-15 : Spectre MS
2
 du MGDG 34:2 (16:0-18:2) de m/z 777.6 m/z 
Les standards sont repris dans du CHCl3/MeOH 2:1 +0.001 mM NaCl et infusés à 7µl/min dans 
le QTRAP 5500. L’ion [M+Na]
+
à m/z 777.6 est fragmenté avec les paramètres :  DP: 12 eV; EP 
11 eV ; CE: 75 eV; CXP: 12 eV. ΔM : différence de masse entre l’ion [M+Na]
+.
et le fragment 
obtenu. 
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Les spectres MS d’ionisation des molécules de standard sont représentés dans la figure III-17. Sept 
molécules sont observées [M+Na]
+
. La différence de l’intensité est liée à la différence de quantité de 
chaque molécule dans le mélange de standards. A partir de ce dernier, nous avons réalisé la 
fragmentation de ces standards avec les paramètres DP, EP, CE et CXP. 
Figure III-16 : Schéma de fragmentation du DGDG en présence de l’acétate de sodium.  
[M+Na-Gal]
+ 
: DGDG qui a perdu un galactose 
[C9H16O6Na]
+ 
: Un galactose avec une partie du glycérol. 
[M+Na-R1COOH]
+
: DGDG qui a perdu l’AG en position sn1. 
[M+Na-Gal-R1COOH]
+
: DGDG qui a perdu l’AG en position sn1 et un galactose  
[M+Na-R2COOH]
+ 
: DGDG qui a perdu l’AG en position sn2. 
[M+Na-Gal-R2COOH]
+
: DGDG qui a perdu l’AG en position sn2 et un galactose 
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 La figure III-18  montre un exemple de fragmentation du DGDG 36:4 (18:2-18:2) dont l’ion-
parent [M+Na]
+
 est observé à 963,7 m/z. Ce dernier va être fragmenté en 6 molécules et génère les 
ions fils suivants : 
Les ions majoritaires issus de la perte des acides gras (accompagnée ou non d’un groupement 
galactose) 
 Un ion fils [M+Na-18:2]+ observé à m/z 683,4 : le DGDG qui a perdu le C18:2 en position sn1 
ou sn2 (ΔM=280) 
 Un ion fils [M+Na-Gal-18:2]+ à m/z 521,3 : correspond au DGDG qui a perdu le C18:2 et un 
galactose (ΔM=442). 
Les ions provenant de la fragmentation des groupements galactoses :  
 Un fragment de m/z 801,6 [M+Na-Gal]+ : le DGDG qui a perdu un groupement galactose 
 Un fragment [C15H26O11Na]
+
 à m/z 405,2 
 Un autre fragment [C12H20O10Na]
+
 à m/z 347,1 
Figure III-17 : Spectre MS des standards DGDG en présence d’acétate de sodium.  
Les standards sont repris dans du CHCl3/MeOH 2:1 + 0.001 mM NaCl et infusés à 7µl/min dans le 
QTRAP 5500. 
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 Un ion [C9H16O6Na]
+ 
 à m/z 243,2 
 
Une fois les profils de fragmentation établis, nous avons pu déterminer les valeurs optimales pour 
les paramètres de fragmentation DP, EP, CE et CXP. Cette mise au point a été réalisée sur un 
ensemble de molécules connues (cf. tableau III-6). Pour chaque lipide les paramètres DP, EP, CE et 
CXP ont été optimisés. Le tableau III-6 donne un récapitulatif de ces paramètres pour chaque 
molécule de MGDG et DGDG analysée. 
 
 
 
 
 
 
Figure III-18 : Spectre MS
2
 du DGDG 36:4 (18:2-18:2) de m/z 963,7.(SIGMA) 
Les standards sont repris dans du CHCl3/MeOH 2:1+ 0.001 mM NaCl et infusés à 7µl/min 
dans le QTRAP 5500. L’ion [M+Na]
+
à m/z 963.7 est fragmenté à DP: 14eV; EP: 13eV ; CE: 
83eV; CXP: 11eV. L’ion [M+Na-18:2]
+
 à m/z 683.4 est le DGDG 36:4 qui a perdu le C18:2. 
L’ion [M+Na-Gal-18:2]
+
 à m/z 521.3 est le DGDG 36:4 qui a perdu le C18:2 et un galactose. 
[M+Na-Gal]
+ 
à m/z 801.6 est le résultat de la perte d’un galactose.les ions provenant de la 
fragmentation des groupements galactoses (notés en bleus) sont les ions [C 15H26O11Na]
+ 
à 
m/z 405.2 ,[C12H20O10Na]
+
à m/z 347.1 et l’ion [C9H16O6Na]
+ 
à m/z 243.2 ΔM : différence de 
masse entre l’ion [M+Na]
+.
et le fragment obtenu. 
+ 
[M+Na
]
+ 
[M+Na-Gal]
+ 
[M+Na-18:2]
+ 
[M+Na-Gal-
18:2]
+ 
[C15H26O11Na]
+ 
[C12H20O12Na]
+ 
[C9H16O6Na]
+ 
ΔM=28
0 
ΔM=16
2 
ΔM=44
2 
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Tableau III-6 : Liste des paramètres DP, EP, CE et CXP optimisés pour chaque standard MGDG 
et DGDG.  
 
3.2.3. Conclusions 
 En conclusion, ces premières expériences nous ont permis de démontrer que la fragmentation 
des molécules de galactolipides avec les deux contre ions, sodium et ammonium, donne des résultats 
satisfaisants permettant d’identifier les ions fils et les ions parents. Nous avons choisi de travailler 
avec le sodium dans le but d’avoir par la suite plus d’informations sur la régiolocalisation des acides 
gras. Enfin, nous avons déterminé les valeurs optimales pour les paramètres de fragmentation DP, EP, 
CE et CXP appliqués à notre instrument. 
c. Analyse des MGDG et DGDG par injection directe 
Dans le but d’avoir une première idée sur l’identité des MGDG et DGDG dans les 
plastoglobules, deux méthodes en injection directe ont été développées (cf. Annexe III-2). Elles sont 
 
 
ID Mth [M+Na]
+
th DP EP CE CXP 
M
G
D
G
 
16:0-18:2 34:2 754,584 777,574 12 10 53 12 
18:2-18:3 36:5 776,147 799,137 13 11 55 10 
18:2-18:2 36:4 778,147 801,137 15 9 51 10 
18:1-18:2 36:3 780,147 803,137 18 8 53 10 
18:0-18:2 36:2 782,147 805,137 13 10 53 10 
18:1-18:1 36:2 782,147 805,137 13 10 53 10 
D
G
D
G
 
16:0-18:3 34:3 914,234 937,224 14 11 66 10 
16:0-18:2 34:2 916,234 939,224 15 11 67 13 
16:0-18:1 34:1 918,234 941,224 15 11 67 13 
18:2-18:3 36:5 938,287 961,77 16 11 67 13 
18:2-18:2 36:4 940,287 963,77 14 13 67 11 
18:1-18:2 36:3 942,287 965,77 13 10 67 11 
18:0-18:2 36:2 944,287 967,77 15 12 67 13 
18:1-18:1 36:2 944,287 967,77 16 11 65 15 
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basées sur le mode de scan neutral loss. L’infusion directe dans le QTRAP 5500 a été réalisée à un 
débit de 7µl/min selon les paramètres DP, EP, CE et CXP déjà optimisés,. Les standards internes 
utilisés sont le MGDG C16:0 (C8:0-C8:0) et le DGDG C16:0 (C8:0-C8:0) fournis par l’institut iRTSV 
à Grenoble. 
Des tests ont été réalisés sur des échantillons biologiques (plastoglobules et thylacoïdes) avec 
deux standards internes, le MGDG 16:0 (8:0-8:0) à 1,97 nmol/µl et le DGDG 16:0 (8:0-8:0) à 1,49 
nmol/µl. La présentation des résultats préliminaires est discutée dans la partie résultats de ce chapitre 
(cf. § 7). 
Les tests de linéarité et de la répétabilité de la méthode n’ont pu être effectués dans le cadre de 
ce travail de thèse. La méthode n’est donc  pas encore validée. 
3.3. Optimisation des paramètres de la LC pour la séparation des 
galactolipides 
 Les méthodes de séparation des galactolipides par LC sont nombreuses. Ici, je présente 
un résumé de certaines méthodes (tableau III-7).  
Tableau III-7 : Résumé bibliographique sur les différentes méthodes d’analyse des 
galactolipides par LC-MS/MS. 
Publication Colonne solvants Débit 
(ml/min) 
T° 
Okazaki et al., 2013 HILIC 
(2.1mm x 100mm, 3µm) 
A : méthanol/eau (95:5) / formate 
d’ammonium (pH5.9) 0.2% /NH4OH 30% 
B : acétonitrile/méthanol/eau (95 :2 :3) / 
formate d’ammonium (pH5.9) 0.2% 
/NH4OH 30% 
0,2 25 
Zábranská et al., 2012 C18  
(250mm x 2mm, 5µm) 
C18  
(4mm x 2mm) 
A : eau 
B : méthanol et B : ACN 
C : méthanol 
0,2 30 
Ibrahim and Feussner, 
2011 
C18 
(50mm x 2.1mm, 1.8µm) 
A : Acétontrile/Acide acétique  (100: 0.1) 
B : eau/Acide acétique (100: 0.1) 
C : isopropanol /Acide acétique (100:0.1) 
0,2 25 
Xu et al., 2010 C18 
(2.1mm x 50mm, 1.7µm) 
A : eau/isopropanol (95 :5) / NaCl 
0.001mM/ Acide formique 15mM 
B : Acétonitrile/isopropanol (95 :5) / NaCl 
0.001mM/ Acide formique 15mM 
0,1 25 
Guella et al., 2003 C18 
(250mm x 4mm, 5µm) 
A : méthanol/acétonitrile (7:3)/ acétate 
d’ammonium 0,001mM 
1 25 
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Nous avons constaté que, pour la séparation des galactolipides en LC, la colonne utilisée est 
principalement la C18 (phase inverse = non-polaire) avec des solvants plus polaires tels que le 
méthanol, l’acétonitrile ou l’isopropanol. 
Un premier test a été fait avec le mélange de standards utilisés pour l’optimisation de la MS. 
Lors de l’optimisation de la LC, un problème de détection du signal issu de la limite de détection (pics 
du bruit de fond importants). Ceci peut être dû à la faible quantité de galactolipides dans les 
plastoglobules. Nous supposons que ce problème provient de la séparation par la LC. Cette 
optimisation est en cours de développement à la plateforme lipidomique. 
4. Méthode d’analyse des phospholipides par LC-MS/MS 
La caractérisation des phospholipides a été faite à partir d’une méthode déjà développée (Buré et 
al., 2013) au laboratoire pour l’analyse d’échantillons de levure. Il a été nécessaire d’adapter cette 
méthode aux échantillons d’A.thaliana et de P.sativum car les lipides de levures ne sont pas les mêmes 
que les lipides de plantes. 
La méthode d’analyse des phospholipides par LC-MS/MS est basée sur le mode MRM et deux 
types de polarité : négatif pour le PA, le PI, le PG et la PE, positif pour la PC (mauvaise ionisation de 
la PC avec la polarité négative). Le scan négatif permet d’identifier les AG qui composent ces 
phospholipides alors que le scan positif ne permet d’identifier que la tête polaire et ne permet 
d’identifier chaque AG individuellement mais le nombre total de carbones et d’insaturations 
composant chaque PC. Cependant, grâce au mode MRM nous pouvons identifier l’ion-parent qui a 
généré la masse correspondant à la tête polaire. Un récapitulatif sur la méthode d’acquisition et les 
paramètres DP, EP, CE et CXP est exposé dans le tableau III-8. 
Tableau III-8 : Paramètres d’analyse des phospholipides selon la méthode de Buré et al., 
2013. 
 Polarité Mode de scan DP EP CE CXP 
PA Négative MRM -180 -10 -50 -13 
PI Négative MRM -130 -10 -48 -17 
PG Négative MRM -130 -10 -48 -17 
PE Négative MRM -160 10 -48 -11 
PC Positive MRM +40 +10 +47 +9 
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Pour une bonne séparation des phospholipides, une colonne en phase inverse (C8) (Garnier-
Lhomme et al., 2009) a été utilisée avec des solvants polaires (solvant A : IsPOH/MeOH/H2O et le 
solvant B : IsPOH) et de l’acide formique avec l’ammoniac en contre-ion. L’acquisition automatique 
de la méthode dure 52 min à un débit de 40µl/min (Buré et al., 2013). 
L’application de cette méthode sur les échantillons biologiques (Plastoglobules…) a demandé une 
mise au point par rapport à la durée de l’analyse. Ainsi, nous avons décidé d’augmenter la durée du 
gradient à 60 min pour balayer un maximum de molécules de masse élevée telles que les 
phospholipides composés d’acides gras à très longues chaînes (VLCFA : Very long chain fatty acids) 
Après adaptation de cette méthode sur nos échantillons, une liste exhaustive des différentes 
combinaisons a été établie à partir des acides gras identifiés par GC-FID pour chaque classe lipidique 
(PA, PI, PG, PC et PE). Après interprétation d’une première série d’analyses sur un échantillon de 
plastoglobules et d’enveloppe d’A.thaliana et de P.sativum, seules les espèces observées sont retenues 
pour la suite du travail. Le but de ces tests est d’obtenir une liste exhaustive des combinaisons de 
phospholipides pour les deux espèces de plantes étudiées. Les résultats obtenus avec cette méthode 
sont discutés dans la partie résultats de ce chapitre. 
5. Résultats 
Analyse des classes lipidiques majoritaires des plastoglobules  
Afin de compléter la composition en AG trouvée par GC-FID, nous avons décidé de quantifier et 
de caractériser les espèces lipidiques trouvées dans les trois classes de glycérolipides présentes dans 
les plastoglobules (Phospholipides, Lipides neutres et Galactolipides). Ceci a pu être réalisé grâce à la 
mise au point de méthodes analytiques en MS. La composition en phospholipides, TAG et DAG est 
maintenant établie, tandis que celle en galactolipides est toujours en cours de développement. 
Les analyses sont faites sur des fractions de plastoglobules (F1) et de l’enveloppes/thylacoïdes 
(F4) chez A.thaliana et P. sativum (cf. chapitre 1 sur la préparation des fractions). A partir de 1ml de 
plastoglobules (F1) et de 0,5 ml de l’enveloppes/thylacoïdes (F4), les lipides sont extraits et séparés 
par SPE (solide phase extraction) en lipides neutres et lipides polaires, puis analysés par MS. Les 
données sont interprétées avec des logiciels d’interprétations : Multiquant® pour les données de la 
LC-MS/MS et Lipid View
®
 pour les données de l’ injection directe. Le principe de Multiquant® est 
basé sur l’intégration des aires des pics alors que celui de Lipid View® est basé sur l’intensité des 
pics. Les aires et les intensités récupérées sont corrigées par des facteurs de correction (déjà calculés) 
et rapportées au standard interne selon l’équation suivante :  
Aire ou intensité du pic (a)* facteur de correction (a) 
Aire ou intensité du pic du SI*facteur de correction du SI 
Quantification relative = 
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Nous avons décidé d’exprimer les résultats de la quantification relative en pourcentage des 
espèces moléculaires de chaque classe lipidique. 
5.1. Caractérisation des phospholipides des plastoglobules  
A partir des lipides polaires séparés par SPE nous avons réalisé des analyses des phospholipides 
par LC-MS/MS. Pour chaque échantillon, 3 répétitions techniques sont réalisées. L'interprétation des 
aires des pics est relative à l’aire du pic des SI pour chaque classe lipidique (PA 17:0-17:0, PI 17:0-
14:1, PG 17:0-17:0 et PC 17:0-17:0). Les SI PA, PG, et PC sont à une concentration finale de 
1pmol/µL alors que le PI est à 0,5pmol/µL. 
5.1.1. Les phospholipides chez A. thaliana 
Les phospholipides représentent 52% des lipides polaires dans les plastoglobules selon les 
résultats obtenus en GC-FID (chapitre 1). 
 Le phosphatidylglycérol : 
 Nous avons mis en évidence par GC-FID que dans les plastoglobules le PG représente 20% 
des lipides polaires et 38% des phospholipides. Grâce à la LC-MS/MS, nous avons réussi à 
caractériser les espèces de PG des plastoglobules et à les comparer à celles des thylacoïdes/enveloppes 
(cf. figure III-19). 
Le profil du PG de la fraction enveloppes/thylacoïdes est en adéquation avec les résultats que nous 
avons obtenus en GC-FID, avec une majorité d’espèces (PG34:3, PG34:2,…) contenant du 18:3 et du 
16:0  et une plus faible proportion de C16:1 et C16:2 (contenus dans les PG34:1 à PG34:4) et à ce qui 
est décrit dans la littérature (Rawyler et al., 1987). Par contre, les résultats que nous obtenons avec les 
plastoglobules sont en désaccord avec nos analyses de GC-FID. En effet, en GC-FID nous ne 
détectons que du C16:0 (85 %) et du C18:0 (15 %) dans le PG des plastoglobules, et nous nous 
attendons donc à détecter une majorité de PG32:0 et PG34:0. Or, ces deux espèces ne représentent 
qu’environ 5% des espèces totales détectées. Ces quantifications en LC-MS/MS ont pourtant été 
réalisées plus de quinze fois, à partir d’échantillons indépendants. A ce stade du travail, nous ne 
savons pas comment expliquer une telle différence entre ces deux méthodes d’analyses, et des travaux 
supplémentaires sont donc nécessaires afin de comprendre ces résultats. 
Néanmoins, l’analyse en LC-MS/MS révèle des informations intéressantes concernant la 
composition du PG. En particulier, elle montre la présence d’acides gras à très longue chaîne (C20 et 
C22) contenus dans les PG38:x et PG40:x de la fraction enveloppes/thylacoïdes et des plastoglobules. 
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Le tableau III-9 indique pour chaque espèce lipidique de PG les isomères correspondants. 
L’analyse en mode négatif nous permet en effet d’identifier un des deux acides gras qui se trouve dans 
la molécule précurseur, et nous pouvons donc en déduire l’identité du deuxième acide gras. Ainsi, pour 
le PG38:6, une espèce majoritairement présente dans les plastoglobules, nous avons détecté la 
présence des acides gras 16:3 et 18:3, ce qui nous permet d’en déduire que le PG38:6 est constitué des  
deux isomères PG 16:3-22:3 et PG 18:3-20:3 Il apparait donc que la haute sensibilité de la LC-MS/MS, 
nous permet de détecter des acides gras minoritaires tels que le C20 et le C22. A notre connaissance, 
aucune étude préalable n’a montré un tel résultat. 
 
Figure III-19 : Composition moléculaire du PG chez A.thaliana. 
Comparaison entre le profil lipidique du PG des plastoglobules (F1) et celui des 
enveloppes/thylacoïdes (F4). Les lipides polaires sont extraits (cf. Matériel et Méthodes) puis injectés 
dans la LC-MS/MS QTRAP 5500, mode MRM (cf. Matériel et Méthodes).L’identification et la 
quantification relative sont réalisées à l’aide du logiciel d’interprétation Multiquant®. (n= 15, 4 cultures 
indépendantes). 
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Tableau III-9 : Espèces lipidiques du PG des plastoglobules et des enveloppes/thylacoïdes 
chez A.thaliana avec les isomères correspondants détectés dans les différentes fractions 
 
Thylacoïdes (F4) 
16:0-16:0 / 14:0-18:0 
16:0-16:1 / 14:0-18:1 
16:0-18:0 
14:0-20:1 / 16:0-18:1 / 16:1-18:0 
14:0-20:2 / 16:0-18:2 / 16:1-18:1 
14:0-20:3 / 16:0-18:3 / 16:1-18:2 
16:1-18:3 
16:3-20:1 / 18:3-18:1 
18:3-18:2 
16:3-20:3 / 18:3-18:3 
16:0-22:1 
16:0-22:2 / 16:1-22:1 / 18:2-20:0 
16:0-22:3 / 16:1-22:2 
16:1-22:3 / 16:2-22:2 / 18:1-20:3 
18:2-20:2 / 18:3-20:0 
16:2-22:3 / 16:3-22:2 / 18:2-20:3 
18:3-20:2 
16:3-22:3 / 18:3-20:3 
18:1-22:2 / 18:2-22:1 / 18:3-22:0 
18:2-22:2 / 18:3-22:1 
18:3-22:2 
18:3-22:3 
Plastoglobules 
16:0-16:0 
16:0-16:1 
16:0-18:0 
16:0-18:1 
16:0-18:2 
14:0-20:3 / 16:0-18:3 / 16:1-18:2 
16:1-18:3 
16:3-20:1 / 18:3-18:1 
18:3-18:2 
16:3-20:3 / 18:3-18:3 
 
16:1-22:1 
16:0-22:3 / 16:1-22:2 
16:1-22:3 : 16:2-22:2 / 18:1-20:3 
18:2-20:2 : 18:3-20:0 
16:2-22:3 / 16:3-22:2 / 18:2-20:3 
18:3-20:2 
16:3-22:3 / 18:3-20:3 
18:2-22:1 
18:2-22:2 / 18:3-22:1 
18:3-22:2 
18:3-22:3 
PG 
32:0 
32:1 
34:0 
34:1 
34:2 
34:3 
34:4 
36:4 
36:5 
36:6 
38:1 
38:2 
38:3 
38:4 
38:5 
38:6 
40:3 
40:4 
40:5 
40:6 
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 La phosphatidylcholine :  
 La PC représente 16% des lipides polaires et 32% des phospholipides des plastoglobules selon 
les résultats que nous avons obtenus par GC-FID. Nous avons voulu déterminer le profil de cette PC 
en LC-MS/MS. Les résultats de ce travail sont exposés dans la figure III-20. 
 
Comme nous l’avons déjà expliqué au paragraphe 4, la PC est analysée en mode positif car 
son ionisation est meilleure qu’en mode négatif, ce qui ne permet de détecter que la perte de la tête 
polaire. Grâce à la masse de l’ion précurseur, nous pouvons donc identifier les différentes espèces de 
PC, mais nous ne pouvons pas préciser la nature des acides gras qui composent chaque espèce 
lipidique. Par ailleurs, le standard interne de PC utilisé sur la plateforme de lipidomique est le standard 
commercial PC 34:0 composé de deux acides gras C17:0. Or, d’après les résultats de la quantification 
de la PC par GC-FID, les acides gras majoritaires dans la PC des plastoglobules sont le C16:0 et le 
C18:0, ce qui donne aussi une PC 34:0, que nous ne pourrons donc pas détecter en LC-MS. Aucun 
Figure III-20 : Composition moléculaire de la PC chez A.thaliana. 
Comparaison entre le profil lipidique de la PC des plastoglobules (fraction F1) et celui des enveloppes 
(fraction F4). Les lipides polaires sont extraits (cf. Matériel et Méthodes) puis injectés dans la LC-
MS/MS QTRAP 5500, mode MRM (cf. Matériel et Méthodes). L’identification et la quantification relative 
sont réalisées grâce au logiciel d’interprétation Multiquant®. (n=15, 4 cultures indépendantes). 
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autre standard n’étant disponible dans le commerce jusqu’à il y a encore 6 mois, nous avons 
néanmoins décidé de continuer la caractérisation de la PC tout en gardant en tête que nous étudions 
très probablement des espèces minoritaires de PC. Les résultats que nous avons obtenus montrent un 
profil globalement similaire entre la PC de l’enveloppe et celle des plastoglobules, avec toutefois la 
présence de la PC 36:0 dans les plastoglobules. Cette PC est probablement composée de deux acides 
gras C18:0, acides gras majoritaires de la PC des plastoglobules d’après la GC-FID, mais nous ne 
pouvons pas exclure la possibilité qu’elle soit composée de 14:0-22:0 et/ou de 16:0-20:0. Cette PC 
36:0 n’a jamais été retrouvée dans l’enveloppe (fraction F4), dans aucun des cinq échantillons que 
nous avons analysés. Ceci suggère donc que les plastoglobules contiennent une PC spécifique qui 
n’est pas retrouvée dans l’enveloppe. Dans le même ordre d’idée, nous retrouvons dans les 
plastoglobules de la PC 32:0 probablement constituée de l’autre acide gras majoritaire de la PC des 
plastoglobules, le C16:0, alors que l’enveloppe en est pratiquement dépourvue. L’ensemble de ces 
résultats est donc très encourageant et démontre que la PC présente dans les plastoglobules est 
spécifique de ce compartiment. Ceci confirme que les plastoglobules contiennent effectivement de la 
PC, jusqu’alors détectée exclusivement dans la membrane externe de l’enveloppe des plastes. Il reste 
néanmoins indispensable de développer une autre méthode d’analyse de la PC, ou d’utiliser un autre 
standard, nouvellement disponible, pour caractériser la PC des plastoglobules et pouvoir ainsi 
quantifier la PC 34:0. 
 Les autres phospholipides : 
Le PA dans les plastoglobules représente 30% des phospholipides et 17% des lipides polaires 
quantifiés par GC-FID. Par contre, les analyses par LC-MS révèlent un profil très variable ce qui ne 
permet pas d’obtenir une composition exacte et stable. Ceci peut être expliqué par la difficulté  
d’ionisation du PA en MS, et donc de son analyse. 
5.1.2. Les phospholipides chez P. sativum 
Connue pour Arabidopsis, nous avons analysé par LC-MS la composition des phospholipides dans 
les chloroplastes de pois Dans les plastoglobules de P. sativum le profil de PG est globalement 
similaire à celui du PG des thylacoïdes (cf. figure III-21), avec toutefois une proportion plus 
importante de tri-insaturés dans les thylacoïdes que dans les plastoglobules. Ceci est en conformité 
avec les résultats obtenus en GC-FID qui montraient une proportion plus faible de C18:3 dans les 
plastoglobules (6% contre 25% dans les thylacoïdes). Il faut noter que lors des analyses effectuées sur 
le pois, les PG40 n’ont pas été recherchés, ce qui explique qu’ils n’apparaissent pas sur l’histogramme 
de la figure III-21 (cf. annexe IV-tableau4). En ce qui concerne l’analyse de la PC, la même réserve 
que pour Arabidopsis est à observer car les analyses de GC-FID montrent que la PC de pois est 
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composée majoritairement de C16:0 (57%) et C18:0 (23%), alors que nous ne pouvons pas quantifier 
la PC34:0. 
Le profil de la PC chez P. sativum est globalement similaire entre les thylacoïdes et les 
plastoglobules (figure III-22) néanmoins, les plastoglobules contiennent une part bien plus importante 
de PC36:0, l’espèce de PC spécifiquement retrouvée dans les plastoglobules d’Arabidopsis, alors que 
les thylacoïdes contiennent eux une part plus importante de PC34:2. 
 
5.2. Caractérisation des TAG et DAG des plastoglobules 
Les lipides neutres représentent la classe lipidique la plus abondante dans les plastoglobules 
d’après les résultats que nous avons obtenus en GC-FID. Dans cette classe, il y a 7% de DAG et 11% 
Figure III-22 : Composition moléculaire de la PC chez P. sativum. 
Comparaison entre le profil lipidique du PC des plastoglobules et celui des 
enveloppes/thylacoïdes. Les lipides polaires sont extraits et préparés (cf. Matériel et Méthodes) 
puis injectés dans la LC-MS/MS QTRAP 5500, mode MRM (cf. Matériel et Méthodes). 
L’identification et la quantification relative sont réalisées à l’aide du logiciel d’interprétation  
Multiquant®. (n=4, 2 cultures indépendantes). 
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de TAG (chez Arabidopsis). Afin de compléter les résultats obtenus en GC-FID, et notamment de 
déterminer les différentes espèces qui composent les TAG et les DAG des plastoglobules, des analyses 
en MS/MS ont été réalisées. 
Comme expliqué au paragraphe 2, aucune méthode d’analyse des TAG et DAG par MS/MS 
n’était disponible sur la plateforme, et nous avons donc dû développer une nouvelle méthode. Pour 
commencer, une analyse en ESI-MS/MS des TAG de plastoglobules a été effectuée afin d’inventorier 
les  TAG présents dans les plastoglobules. Ensuite, pour des raisons pratiques et aussi pour augmenter 
la sensibilité de détection et de séparation des molécules par MS/MS, des analyses en LC-MS/MS ont 
été réalisées pour identifier et quantifier les TAG et les DAG des plastoglobules. 
Figure III-21 : Composition moléculaire du PG chez P. sativum. 
Comparaison entre le profil lipidique du PG des plastoglobules et celui des enveloppes/thylacoïdes 
(F4). Les lipides polaires sont extraits (cf. Matériel et Méthodes) puis injectés dans la LC-MS/MS 
QTRAP 5500, mode MRM (cf. Matériel et Méthodes). L’identification et la quantification relative sont 
réalisées à l’aide du logiciel d’interprétation Multiquant®. (n=4, 2 cultures indépendantes) 
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6. Identification des TAG par injection directe 
Les analyses par infusion directe sont faites sur des plastoglobules des feuilles d’A.thaliana et 
de P. sativum. Le mélange est injecté directement dans le Q-TRAP avec la méthode déjà développée 
(cf. § 2.2.2) en scan neutral loss et en mode positif, puis les données sont interprétées grâce au logiciel 
d’interprétation Lipid View®. La figure III-23 présente les résultats obtenus chez Arabidopsis et le 
pois à partir de deux échantillons indépendants pour chaque espèce. 
 
Dans les deux cas de figure, les TAG sont principalement constitués de TAG 54 (62%) avec 
des acides gras polyinsaturés. 
De plus, on remarque qu’environ 22% de TAG sont représentés par du 58:3 qui contient au 
moins un acides gras à très longue chaîne (supérieure à 18 carbones), notamment du C20. 
Figure III-23 : Composition moléculaire des TAG dans les plastoglobules. 
Comparaison entre la composition moléculaire des TAG d’A.thaliana et de P. sativum. Les lipides 
neutres sont extraits (cf. Matériel et Méthodes) puis injectés par injection directe dans la ESI-
MS/MS QTRAP 5500, mode Neutral loss et scan positif (cf. Matériel et Méthodes). L’identification et 
la quantification relative sont réalisées à l’aide du  logiciel d’interprétation LipidView®. (n=2, 2 
cultures indépendantes). 
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L’interprétation par Lipid View
®
 indique que le TAG 58:3 (958,8 m/z) a perdu une masse de 295,25 
qui correspond à la masse du C18:3. Le TAG 58:3 est donc constitué de  18:3/20:0/20:0 et/ou de 
18:3/18:0/22:0 (cf. annexe IV-tableau1-2). 
Cependant, les analyses par injection directe ont été faites sur deux expériences indépendantes 
ce qui n’est pas suffisant pour confirmer ces résultats. L’infusion directe étant moins sensible que la 
LC, nous avons décidé de développer une méthode en LC-MS/MS afin d’augmenter la sensibilité car 
nos échantillons sont très peu concentrés et difficiles à obtenir en grande quantité.  
7. Identification et quantification relative des DAG et TAG par LC-MS 
L’extraction des lipides se fait de la même façon que pour les analyses en infusion directe. Les 
lipides neutres sont préparés dans un mélange de solvant et de standards internes (IS_TAG 
17:0/17:0/17:0 et IS_DAG 17:0/17:0). Trois répétitions sont réalisées pour chaque analyse. La 
méthode est en mode MRM, ce mode est plus spécifique que le mode neutral loss. 
Ainsi, la combinaison de 20 acides gras déjà identifiés par GC-FID (C14:0, C14:1, C14:2, 
C14:3, C16:0, C16:1, C16:2, C16:3, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, C20:0, C20:1, C20:2, C20:3, C22:0, 
C22:1, C22:2, C22:3) a été utilisée afin d’obtenir une liste de TAG (70 ions parents et 719 ions fils) et 
une liste de DAG (65 ions parents et 384 ions fils) globales. A partir de cette liste de combinaisons 
exhaustive nous avons obtenu une liste spécifique aux plastoglobules (cf. Annexe II-2) Méthode DAG 
et méthode TAG). 
7.1. Les TAG des plastoglobules 
Les TAG identifiés dans les plastoglobules par LC-MS/MS sont présentés dans la figure III-
24. On retrouve le profil des espèces moléculaires des TAG des plastoglobules chez A.thaliana 
comparées à celles de P. sativum. Grâce au couplage de la MS avec la HPLC nous avons réussi à 
séparer les molécules des TAG et ainsi à détecter plus d’espèces que lors de l’infusion directe. 
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Dans ce profil d’analyse par LC-MS/MS, les TAG sont majoritairement composés de 44 à 54 
atomes de carbone. Les TAG d’A.thaliana contiennent en majorité du 46:1 (13%), du 48:1, 48:2, 50:1 
et 50:2. Nous notons que ces TAG contiennent peu d’insaturations comparées aux TAG de pois qui 
sont majoritairement constitués de 54:3 (8.3%), 50:2, 50:5 et 50:6 (cf. annexe IV-tableau 3). Ceci 
concorde avec les résultats obtenus en GC-FID qui montre la présence d’une plus grande proportion 
d’acides gras insaturés chez le pois que chez Arabidopsis. Cependant, en GC-FID aucun acide gras 
insaturé n’était détecté dans les TAG d’Arabidopsis, probablement car la quantité présente dans les 
échantillons était trop faible pour être détectée par cette méthode. Le dosage en LC-MS/MS permet 
donc d’affiner cette composition. 
Parmi toutes les espèces de TAG détectées en LC-MS, aucune ne contient de C16:3 (cf. 
annexe IV-tableau 5), ce qui corrobore nos résultats de GC-FID.  
Les TAG 54 pourraient contenir des acides gras à très longue chaîne, tels que le C20 et le C22. 
Cependant, dans le cas par exemple du TAG 54:3, seuls les ions fils correspondants au C18:1 et au 
Figure III-24 : Composition moléculaire des TAG dans des plastoglobules. 
Comparaison entre la composition moléculaire des TAG d’A.thaliana et de P. sativum. Les lipides 
neutres sont extraits (cf. Matériel et Méthodes) puis analysés par LC-MS/MS (QTRAP 5500, scan 
MRM et mode positif cf. Matériel et Méthodes). L’identification et la quantification relative sont 
réalisées à l’aide du  logiciel d’interprétation Multiquant®. (4 cultures indépendantes). 
 
0
2
4
6
8
10
12
14
4
2
:0
4
2
:1
4
4
:0
4
4
:1
4
4
:2
4
6
:0
4
6
:1
4
6
:2
4
6
:3
4
8
:0
4
8
:1
4
8
:2
4
8
:3
5
0
:1
5
0
:2
5
0
:3
5
0
:4
5
0
:5
5
0
:6
5
2
:0
5
2
:1
5
2
:2
5
2
:3
5
2
:4
5
2
:5
5
2
:6
5
4
:0
5
4
:1
5
4
:2
5
4
:3
5
4
:4
5
4
:5
5
4
:6
5
6
:0
5
8
:3
%
 d
e
s
 e
s
p
è
c
e
s
 m
o
lé
c
u
la
ir
e
s
 d
e
s
 T
A
G
 t
o
ta
u
x
 
A. thaliana
P. sativum
 
 
107 
C18:2 ont été identifiés. Ainsi, nous pouvons affirmer que le TAG 54:3 correspond en fait à du TAG 
18:0/18:1/18:2. 
Par ailleurs, le TAG 58:3 à acide gras à très longue chaîne, identifié en injection directe n’est 
pas retrouvé lors des analyses en LC-MS/MS. Il semble que le pic en injection directe interprété 
comme étant du 58:3 n’en était en fait pas un mais correspondait plutôt à une autre molécule, 
probablement pas du TAG. Cette erreur a pu être corrigée grâce la séparation préalable des molécules 
par LC, ce qui illustre bien l’intérêt d’une étude en LC-MS plutôt qu’en injection directe. 
7.2. Les DAG des plastoglobules  
La figure III-25 indique le profil des espèces lipidiques des DAG identifiées dans les 
plastoglobules chez A.thaliana et P. sativum. Les DAG dans les plastoglobules ne représentent que 8% 
des lipides neutres, la LC-MS/MS avec sa haute sensibilité a permis d’établir leur composition en 
acides gras. 
Figure III-25: Composition moléculaire des DAG des plastoglobules. 
Comparaison entre la composition moléculaire des DAG d’A.thaliana et de P. sativum. Les lipides 
neutres sont extraits (cf. Matériel et Méthodes) puis injectés dans la LC-MS/MS QTRAP 5500, mode 
MRM et scan positif (cf. Matériel et Méthodes).L’identification et la quantification relative sont réalisées à 
l’aide du logiciel d’interprétation Multiquant®. (4 cultures indépendantes). 
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Les plastoglobules d’A.thaliana ainsi que ceux du P. sativum ne contiennent que quelques 
espèces de DAG, le profil est enrichi en acides gras saturés, tels que du C14:0, C16:0 et C18:0. De 
plus, on identifie des AG mono-insaturés, essentiellement du C14:1, du C16:1 et du C18:1. Quelques 
différences sont remarquées entre P. sativum et A.thaliana, notamment par la présence chez cette 
dernière, des DAG28:2, DAG34:0 et DAG34:2 qui sont composés de C14, de C16 et de C18 (cf. 
Annexe IV-tableau 6). D’après nos analyses de GC-FID les DAG des plastoglobules sont composés 
principalement de C16:0 et C18:0, le C14 n’étant classiquement pas analysé en GC-FID. Les 
insaturations détectées par LC-MS dans les DAG pourraient donc provenir d’un acide gras C14 
insaturé non recherché en GC-FID. Par ailleurs nous notons la quasi absence de DAG tri-insaturé dans 
les plastoglobules, ce qui corrèle avec l’absence de C18:3 dans les DAG d’après la GC-FID. 
Afin d’obtenir un résultat reproductible et répétable 9 répétitions ont été réalisées avec cette 
méthode d’analyse sur les échantillons de plastoglobules d’A. thaliana et de P. sativum. Cette étape a 
été très compliquée à obtenir à cause de plusieurs facteurs limitants : i. les conditions de cultures des 
plantes qui ont changées suite au déménagement des locaux du laboratoire. ii. La conservation à -80°C 
des membranes (lors de la préparation des plastoglobules) qui engendre la dégradation rapide des TAG 
par une lipase. iii. la conservation des échantillons préparés pour les analyses en LC-MS/MS à -20°C 
qui, au-delà d’une semaine provoque la dégradation des lipides dans les échantillons de 
plastoglobules. 
8. Identification des galactolipides par injection directe 
Une première série d’analyses a pu être réalisée avec nos échantillons d’Arabidopsis avec la 
méthode adaptée pour l’étude des galactolipides. Deux méthodes sont utilisées, une pour les MGDG et 
une pour les DGDG. Chaque échantillon a pu être injecté une fois pour chaque méthode. Ces deux 
méthodes sont utilisées en mode neutral loss , (cf. § 3 et annexe II). L’interprétation des spectres de 
fragmentation obtenus a été réalisée grâce au logiciel Analyst®. Les résultats préliminaires de ces 
analyses sont présentés dans la figure III-26. 
Les quantifications n’ayant été réalisées qu’une seule fois, nous ne pouvons pas vraiment nous 
y fier. Néanmoins, nous pouvons en déduire que l’adaptation de la méthode semble correcte et est bien 
applicable dans nos échantillons. Nous retrouvons dans les MGDG des thylacoïdes les espèces 
majoritaires identifiées en GC-FID soit le 34:6 et le 36:6 composés de 16:3 et 18:3. Le profil des 
MGDG des plastoglobules est similaire, avec toutefois un nombre d’insaturations globalement moins 
important et l’apparition de plus d’espèces. 
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En ce qui concerne le profil des DGDG des thylacoïdes, nous devrions retrouver une majorité 
de 34:3 et de 36:6 constitués des acides gras majoritaires C16:0 et C18:3. Nous retrouvons bien du 
36:6 mais l’espèce majoritairement identifiée est le 32:3. Nous pensons qu’il y a ici une erreur dans la 
quantification ou dans l’interprétation des spectres, car le 32:3 devrait être composé de C16:0 et 
C16:3, or le DGDG est connu pour être dépourvu de C16:3 (cf. Introduction). Un travail 
d’optimisation est donc toujours nécessaire. 
Figure III-26: Composition moléculaire des MGDG (A) et DGDG (B) des plastoglobules chez 
A. thaliana. 
Comparaison entre la composition moléculaire des MGDG et DGDG des plastoglobules et des 
enveloppes/thylacoïdes. Les lipides polaires sont extraits (cf. Matériel et Méthodes) puis injectés 
directement dans la MS/MS QTRAP 5500, mode Neutral loss et Ion précurseur en scan positif (cf. 
Matériel et Méthodes). L’identification et la quantification relative sont réalisées à l’aide du logiciel 
d’interprétation Analyst®. 
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Par ailleurs, comme pour les TAG, après des premiers essais en ESI-MS,  nous adapterons une 
méthode d’analyse des galactolipides en LC-MS. La LC-MS étant plus sensible, ceci nous permettra 
notamment d’utiliser moins de matériel pour chaque analyse afin de pouvoir passer un même 
échantillon plusieurs fois et sur différentes méthodes, mais aussi d’affiner la composition des 
galactolipides en détectant toutes les molécules minoritaires. 
9. Conclusion 
Les plastoglobules sont des compartiments très peu abondants des feuilles, et donc la quantité 
de matériel disponible pour les analyses de lipides est très limitante. Afin de contourner ce problème, 
nous  avons dû développer ou adapter de nouvelles méthodes d’analyses par LC-MS/MS, une 
technique plus sensible que la GC-FID et l’injection directe. Ces méthodes sont maintenant bien 
établies pour l’étude des phospholipides et des TAG/DAG. Il reste à finir d’adapter la méthode pour 
analyser les galactolipides. 
Grâce à ce travail, nous avons pu mettre en évidence des particularités quant à la composition 
lipidique des plastoglobules. Par exemple, le phosphatidylglycérol présent dans les plastoglobules 
contient très probablement des acides gras à très longue chaîne, de 20 et 22 carbones, ce que nous 
n’avions pas pu observer par GC-FID. De plus, l’analyse en LC-MS confirme que les plastoglobules 
contiennent bien de la phosphatidylcholine, phospholipide jusqu’à présent décrit comme contenu, dans 
les plastes, exclusivement au niveau de la membrane externe de l’enveloppe, et que cette PC a une 
composition différente de la PC de l’enveloppe, notamment avec un taux d’insaturations moins élevé.  
L’analyse en LC-MS/MS, grâce à sa limite de détection bien plus basse que les autres 
techniques utilisées, a permis par ailleurs de montrer la grande diversité des espèces de TAG 
contenues dans les plastoglobules, ce qui n’apparaissait pas en GC-FID où seuls les acides gras 
majoritaires sont détectés. Pourtant, aucune de ces espèces ne contient pas d’acide gras C16:3 qui est 
pourtant un acide gras majeur du MGDG d’Arabidopsis. Ce résultat corrobore nos analyses en GC-
FID et remet à nouveau en question le modèle généralement admis d’une conversion du MGDG des 
thylacoïdes en TAG stocké dans les plastoglobules en condition de stress.  Il semble que ce 
mécanisme soit plus compliqué, et que si conversion il y a, elle ne consiste pas simplement à 
remplacer la tête polaire du MGDG par un troisième acide gras.  
La diversité des TAG est encore plus importante chez le pois, où des espèces avec un nombre 
d’insaturations plus élevé apparaissent. En règle générale, il semble que les lipides qui composent les 
plastoglobules de pois sont plus insaturés que ceux d’Arabidopsis. Il est cependant difficile de 
déterminer si cette différence reflète une réelle spécificité de la variété, ou si elle peut s’expliquer par 
des conditions de culture sensiblement différentes. 
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Chapitre 3 : Etude in vivo du métabolisme des 
lipides chez A. thaliana en réponse à un stress 
environnemental
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1. Introduction 
Chez les plantes supérieures, le stress causé par une carence en nutriment ou une toxicité par des 
métaux lourds a un effet direct sur la composition lipidique des membranes. Lors d’un stress, les 
thylacoïdes sont dégradés, et en même temps, il y a accumulation de lipides de stockage (Gaude et al., 
2007; Kaup et al., 2002; Nouairi et al., 2006). Ce stress cause la désintégration des membranes des 
thylacoïdes, notamment la dégradation des galactolipides en acides gras libres, et l’hydrolyse de la 
chlorophylle en chlorophyllide et phytol (Hörtensteiner, 2006). Les acides gras libres et le  phytol 
doivent alors être métabolisés afin de réduire leur toxicité. Le phytol est pris en charge par deux voies 
métaboliques distinctes : soit il est phosphorylé par la phytol kinase VTE5 puis utilisé pour former du 
tocophérol (vitamine E) (Valentin et al., 2006), soit il est estérifié à un acide gras libre afin de former 
des phytyl esters d’acide gras (FAPE) grâce à des phytyls esters synthases (PES1 et PES2) (Lippold et 
al., 2012). Les FAPE, comme le tocophérol, sont accumulés dans les plastoglobules (Gaude et al., 
2007; Vidi et al., 2006). Par ailleurs, d’après Lippold et al. (2012), les acides gras libres générés lors 
d’une carence en azote sont utilisés par les PES pour produire des TAG à partir de DAG, TAG qui eux 
aussi accumulés, au moins une partie, dans les plastoglobules. Ainsi, il semble que les galactolipides 
des thylacoïdes sont dégradés en acides gras libres en réponse à un stress et que ces acides gras sont 
ensuite stockés sous forme de TAG ou de FAPE dans les plastoglobules. Cependant le lien entre la 
dégradation des galactolipides et l’accumulation des TAG et FAPE n’a jamais été réellement 
démontré. 
Le but de ce travail est de vérifier que les acides gras provenant des galactolipides sont effectivement 
stockés sous forme de TAG et FAPE dans les plastoglobules.  
Pour cela, nous avons choisi d’étudier l’effet de deux types de stress sur le métabolisme lipidique 
chez A. thaliana : 
1. La toxicité du cadmium : l'exposition au cadmium est une des conditions 
environnementales les mieux documentées concernant l'effet d'un stress abiotique sur la 
structure des plastoglobules. Ainsi, plusieurs travaux réalisés sur diverses espèces 
(Hakmaoui et al., 2007; Szalontai et al., 1999) décrivent une augmentation en taille et/ou 
en nombre des plastoglobules, couplée à un démantèlement des thylacoïdes en réponse à 
une exposition au cadmium. De plus, l'exposition au cadmium offre l'avantage, comparée 
à certains autres stress abiotiques, d'être facilement modulable par application de 
différentes concentrations. 
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2. La carence en azote : la carence en azote induit une réponse de la plante qui mime la 
sénescence. Cette réponse est beaucoup plus drastique que celle générée par la présence 
d’une faible concentration de cadmium. Néanmoins, l’effet de cette carence est réversible 
ce qui va permettre d’étudier le mécanisme de régénération des thylacoïdes à partir des 
métabolites stockés dans les plastoglobules. 
Nous avons donc dans un premier temps étudié l’effet de la présence de cadmium sur le 
métabolisme des lipides par des expériences de pulse and chase. Puis nous avons caractérisé l’effet de 
la carence en azote et sa possible réversibilité sur l’ultrastructure des chloroplastes par microscopie 
électronique à transmission (MET). Enfin nous avons étudié, par marquage isotopique, le devenir des 
lipides en réponse à une carence en azote puis à un retour sur milieu complet. 
2. Effet de l’exposition des plantes au cadmium sur des feuilles d’A. 
thaliana 
2.1. Effet de la toxicité par le cadmium 
 Au laboratoire, plusieurs conditions de stress par le cadmium (Cd) ont été testées afin de 
mettre au point les conditions optimales pour étudier son effet sur le métabolisme lipidique. Suite à ce 
travail, les conditions choisies pour l’effet du cadmium sur les plastoglobules sont de faire pousser les 
plantules d’A. thaliana 15 jours sur un milieu MS ¼ puis de les transférer sur un milieu MS ¼ avec du 
Cd à 100µM. L’effet du stress est observé après 4 et 8 jours d’exposition au Cadmium. 
Après 4 jours en présence de cadmium, la croissance des plantules est ralentie et les feuilles 
virent vers une couleur violette, signe d’accumulation d’anthocyanes. Ce phénomène s’accentue après 
8 jours de croissance en présence de cadmium, les feuilles les plus âgées des plantes sont de couleur 
violet foncé et les premières feuilles jaunissent (cf. figure IV-1). 
Au laboratoire, Claire Bréhélin a observé l’effet du Cd sur l’ultra-structure des chloroplastes 
par MET et a déterminé par GC-FID la composition lipidique des feuille stressées en comparaison 
avec celle des feuilles non stressées. 
Le travail réalisé par Claire Bréhélin a permis de montrer qu’à 100µM de cadmium sur milieu MS ¼ 
les chloroplastes observés en MET changent de morphologie : des grains d’amidon s’accumulent ce 
qui déforme les plastes, les thylacoïdes se désintègrent, et la taille des plastoglobules augmente 
significativement (de 65 à 144 nm de diamètre moyen). L’analyse lipidique des plantules montre que 
ces changements d’ultrastructure s’accompagnent d’une diminution de la teneur en MGDG et d’une 
légère augmentation de la teneur en TAG et FAPE. De plus, la composition en acides gras des FAPE 
et du TAG est modifiée : la teneur en C16:3 des FAPE passe de moins de 5 % à plus de 20% ; en ce 
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qui concerne le TAG, sa teneur en C16:3 reste négligeable, mais celles du C18:2 et C18:3 augmentent 
significativement.  La composition du MGDG (10% de C16:0, 30% de C16:3 et 50% de C18:3) et des 
autres glycérolipides reste globalement inchangée. Il semble donc qu’en présence du cadmium, 
certains acides gras du MGDG sont incorporés dans les FAPE alors que d’autres sont estérifiés en 
TAG.  
 
 Le but de mon travail est de comprendre le mécanisme de ce transfert d’acides gras entre les 
galactolipides des thylacoïdes et les lipides des plastoglobules. Pour ce faire, les lipides ont été 
marqués radioactivement et leur devenir en réponse à la présence de cadmium a été suivi.  
2.2. Cinétique du marquage isotopique des lipides des feuilles d’A. 
thaliana «Pulse and Chase» 
Les plantules d’A.thaliana Col0 de 15 jours sont marquées pendant 2h avec de l’acétate radioactif (T0) 
puis transférées sur milieu MS ¼  contenant 0 µM (condition contrôle) ou 100 µM de cadmium. Les 
lipides sont extraits à partir de 100mg de feuilles tout de suite après le marquage et après 4 et 8 jours 
Figure IV-1 : Effets de la toxicité par le cadmium sur de jeunes 
plantules d’A. thaliana. 
Les photos de gauche (A et C) représentent les témoins sans Cd et 
celles de droite les plantules après 4 jours (B) et 8 jours (D) de 
croissance en présence de Cd à 100µM. 
A B 
C D 
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Les lipides sont séparés par HPTLC et la radioactivité est révélée et dosée au scanner storm 
860. La figure IV-2 expose le profil de marquage des lipides neutres et des lipides polaires sur des 
plaques HPTLC. 
 
 La figure IV-3 expose la quantification de la radioactivité chez les plantules après 2h du pulse 
(T0) puis, à 4 jours (T4) et 8 jours (T8) de croissance en absence ou présence de Cd. 
 Etude de l’incorporation de l’acétate marqué en absence de Cd 
 Les premiers lipides à être fortement marqués à T0 sont le MGDG (28%) et la PC (23%). Ce 
résultat est similaire à ceux décrits  chez les plantes en C16:3 par Browse et al. (1986). La PC est 
marquée rapidement car elle est rapidement transacylée par les acides gras (radioactifs) néosynthétisés 
(Mongrand et al, Plant Physiol). De même, le MGDG est aussi rapidement marqué car il constitue une 
des premières étapes de synthèse de la voie procaryotique (Somerville and Browse, 1991). 
 
 
Figure IV-2: Profil de séparation par HPTLC des lipides de feuilles d’A.thaliana (Col0) 
exposées au cadmium. 
Extraction des lipides à partir de 100mg de matière fraiche et repris dans 100µl de 
CHCl3/MeOH (1:2) A. HPTLC des lipides polaires, 50µl de l’extrait lipidique sont déposés. B. 
HPTLC des lipides neutres, 50µl de l’extrait lipidique sont déposés. La radioactivité est 
visualisée à l’aide d’un scanner Storm 860. T0 : 15 jours de croissance sur milieu MS ¼, T4 : 4 
jours de croissance sur milieu MS ¼, T8 : 8 jours de croissance sur milieu MS ¼. Avec 100 
µM de CdSO4 (+Cd) ou sans Cd (-Cd). 
FAPE/SE
TAG
FFA
DAG
MGDG
DGDG
PE
PG
PI
PC
T4 T8 T4 T8
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Figure IV-3 : Quantification de la radioactivité dans les lipides des feuilles chez 
A.thaliana (Col0) en présence de Cd (+Cd) et en absence de Cd (-Cd). (n=6, 3 cultures 
indépendantes). 
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Après 4 jours (T4), le marquage du DGDG augmente jusqu’à 12% de radioactivité alors que le 
marquage de la PC diminue. Ceci  reflète la synthèse du DGDG à partir de la PC via la voie 
eucaryotique. Par ailleurs, des changements importants sont observés au niveau des lipides neutres, 
notamment la chute du marquage des FFA et l’apparition des FAPE/SE. Ceci pourrait refléter 
l’utilisation des FFA pour la synthèse des FAPE. 
Après 8 jours, le marquage du MGDG est stabilisé, alors que celui des FAPE/SE et du DGDG 
continue d’augmenter et celui de la PC de diminuer. Ces résultats sont en accord avec ce qui a été déjà 
cité dans la littérature (Browse et al., 1986) et reflètent la synthèse du DGDG à partir de la PC. Le 
marquage de FAPE/SE en absence de cadmium est étonnant car ils ne sont normalement synthétisés 
qu’en condition de stress. Il est toutefois très probable que le marquage à l’acétate, puis le repiquage 
des plantes dans une nouvelle boite induisent un stress suffisamment important pour favoriser la 
synthèse de FAPE. 
 Etude de l’incorporation de l’acétate marqué en présence de Cd 
 Après 4 jours d’exposition au cadmium, les galactolipides et les phospholipides sont marqués 
dans les mêmes proportions que les plantes non exposées au cadmium. Par contre, le marquage des 
FAPE/SE est plus important que dans les conditions contrôle (6% contre 3% sans cadmium), et du 
TAG marqué apparait (3 % contre 0% en absence de cadmium). 
 Après 8 jours (T8), on observe une diminution du marquage des galactolipides (25% contre 
31% sans cadmium pour le MGDG, et 13% contre 16% sans cadmium pour le DGDG) alors que la 
proportion de FAPE/SE de TAG marqués continue d’augmenter (6% contre 4% sans cadmium pour 
les FAPE/SE, et 5% pour le TAG). De plus, alors qu’en conditions contrôles le marquage des FFA et 
du DAG diminue, en présence de cadmium il augmente pour ces deux lipides. En présence de 
cadmium, les galactolipides sont donc bien dégradés, puisque le marquage de MGDG diminue par 
rapport aux conditions contrôles. De plus, l’augmentation du marquage du DGDG à 8 jours est moins 
important en présence de cadmium car l’apport de DGDG par la voie eucaryotique est contre balancé 
par cette dégradation des galactolipides. Il semble que ces galactolipides sont dégradés en FFA et 
incorporés dans du DAG, FAPE/SE et/ou TAG. 
Cependant l’induction de la dégradation des galactolipides et de la synthèse des TAG et FAPES par le 
cadmium n’est pas très forte. Nous avons alors souhaité trouver des conditions induisant une réponse 
plus importante des plastoglobules. Nous avons ainsi choisi de réaliser des études similaires sur des 
plantes en milieu carencé en azote, car d’après la littérature la carence d’azote induit une forte 
augmentation de la taille et/ou du nombre des plastoglobules (Gaude et al., 2007). De plus, l’effet de la 
carence en azote semble pouvoir être contrebalancé par un retour sur milieu complet, ce qui nous 
 
 118 
permettrait de suivre le devenir des lipides accumulés dans les plastoglobules en réponse au stress 
quand le stress disparaît. 
3. Effets de la carence en azote sur l’ultrastructure des chloroplastes 
3.1. L’effet de la carence en azote sur les plantes est réversible (échelle 
macroscopique) 
Les plantules sont cultivées sur un milieu complet (MS) pendant 15 jours, puis repiquées sur un 
milieu minimum sans azote (-N) pendant 10 jours. Elles sont ensuite à nouveau transférées sur un 
milieu complet contenant donc de l’azote (MS) et laissées en culture pendant 10 jours 
supplémentaires.  
La carence en azote a un effet sur la croissance de la plante qui se manifeste par (cf. figure IV-4) : 
 un jaunissement des feuilles de rosettes à partir de 7 jours de carence  
 une accumulation d’anthocyanes qui se traduit par l’apparition d’une couleur violette dans les 
feuilles à partir de 10 jours de stress 
 une augmentation de la densité racinaire 
 une croissance ralentie  
Quand les plantules carencées sont transférées sur un milieu complet, l’effet de la carence est 
contre-balancé dès 5 jours de croissance sur milieu avec azote, les plantules retrouvent un aspect 
comparable aux plantes n’ayant pas subi de carence : les feuilles sont à nouveau vertes, sans 
accumulation visible d’anthocyanes, et la croissance reprend. 
3.2. Observation de l’effet d’une carence en azote sur l’ultrastructure 
des chloroplastes 
A l’échelle microscopique, des travaux préalables ont montré qu’une carence en azote induit une 
déformation de l’ultrastructure des chloroplastes caractérisée par une diminution des granas des 
membranes de thylacoïdes, une augmentation du nombre et du diamètre des plastoglobules et une 
augmentation du nombre de grains d’amidons (Gaude et al., 2007). Cependant, la réversibilité de la 
carence en azote sur les chloroplastes et le métabolisme lipidique n’a, à notre connaissance, pas été 
étudiée (hormis en ce qui concerne les FAPE, cf.. Lippold et al., 2012). 
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Figure IV-4: Effet de la carence en azote sur des plantules d'A.thaliana.   
Après 15 jours de croissance sur un milieu complet (MS), les plantules sont 
transférées sur un milieu minimum sans azote (-N) pendant 10 jours. Ensuite, 
elles sont repiquées dans un milieu avec azote (+N) durant 5 jours . A : 10 jours 
sur milieu complet. B : 10 jours sur milieu sans azote. C, D, E : 1, 4 et 5 jours 
remis sur milieu avec azote. F : témoins à 15 jours qui n’a poussé que sur 
milieu complet 
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Comme expliqué au §2.1, des plantules âgées de 14 jours sont transférées sur un milieu minimum 
dépourvu d’azote. Après 10 jours de culture sur ce milieu carencé, les plantules sont repiquées sur un 
milieu complet et l’évolution de l’ultrastructure des chloroplastes au cours du temps est observée par 
microscopie électronique. 
Pour l’observation au MET, l’extrémité de la quatrième feuille de rosette des plantules est récoltée 
et fixée après 0, 1, 4 et 5 jours sur milieu complet. La même opération est réalisée avec des plantes 
témoins qui ont poussé dans un milieu avec azote. Ces morceaux de feuilles sont ensuite inclus dans 
une résine, et des coupes ultrafines de 70 µm d’épaisseur sont préparées puis observées au MET (cf. 
figure IV-5). Le nombre et le diamètre des plastoglobules ainsi que la surface des chloroplastes sont 
alors mesurés pour chaque condition à l’aide du logiciel ImageJ, (cf. figure IV-6). 
Les chloroplastes des plantes soumises à 10 jours de carence en azote ne présentent plus la forme 
en croissant typique des chloroplastes et sont déformés. De nombreux grains d’amidon sont visibles et 
occupent une bonne partie de la surface du plaste au détriment des thylacoïdes. Les thylacoïdes ne sont 
plus organisés en grana comme dans les chloroplastes des plantes contrôles, et le diamètre des 
plastoglobules est visiblement plus grand. 
Par ailleurs, nous observons que la carence en azote induit la formation de particules colorées par 
l’osmium dans le cytosol. Ces particules ont un diamètre moyen de 1,5µm et sont très probablement 
des gouttelettes lipidiques. 
Les chloroplastes retrouvent une apparence « normale » à partir du 4
ème
 jour de retour sur milieu 
complet  (cf. figure VI-5D et VI-5E). Les grains d’amidon ont bien diminué pour atteindre la taille des 
grains d’amidon chez les plantes contrôles et les thylacoïdes se réorganisent en grana. Les 
plastoglobules semblent aussi diminuer de taille. 
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Figure IV-5: Ultrastructure de chloroplastes d’Arabidopsis soumises à 
une carence d'azote  puis transférées sur milieu complet.  
L’image montre une structure intacte dans les contrôles et l’apparition des 
Gouttelettes lipidiques (Ld) et de l’amidon (Am) à 10 jours-N. A : 10 jours sur 
milieu complet. B : 10 jours sur milieu sans azote. C, D, E : 1, 4 et 5 jours 
remis sur milieu avec azote. F : témoin à 15 jours qui a poussé que sur milieu 
complet Th : thylacoïdes, St : Stroma, Pg : plastoglobule, En : enveloppe, Mp : 
membrane plasmique, Ld : Gouttelettes lipidiques, Am : amidon. 
Th
PgSt
En
Mp
1µm
Ld
Am
A B
C D
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Afin de quantifier plus finement ces changements, le nombre et le diamètre des plastoglobules, 
ainsi que la surface des chloroplastes, ont été mesurés pour chaque condition à l’aide du logiciel 
ImageJ. Il n’y a pas de modification significative du nombre des plastoglobules en carence d’azote 
alors que leur taille augmente de 160 nm à 370 nm de diamètre (cf. figure IV-6). 
 
Figure IV-6 : Comportement des plastoglobules pendant la carence 
en azote et après réversibilité du stress. 
A. évolution du diamètre de plastoglobules (n=60, ρ<0,005). B. évolution 
du nombre des plastoglobules (n=13, ρ<0,005). a, b, c et d sont le 
résultat du test non paramétrique Kruskal wallis. ρ<0,005. Le calcul du 
nombre et du diamètre des plastoglobules et la surface des chloroplastes 
sont faits par le logiciel de traitement d’image ImageJ
®
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Nous observons que le nombre de plastoglobules ne varie pas de façon significative après 
retour sur milieu complet (cf. figure IV-6B). Par contre, le diamètre des plastoglobules a plus que 
doublé en carence en azote par rapport aux plantes contrôles, et, après retour sur milieu complet, il 
diminue significativement pour passer de 370 nm (10 jours sans azote) à 230 nm (dès 4 jours de retour 
sur milieu complet). Ainsi, le diamètre des plastoglobules des plantes ayant subi une carence en azote 
est similaire à celui des plastoglobules des plantes n’ayant pas subi de carence (cf. figure IV-6A). On 
observe par ailleurs une augmentation significative du diamètre des plastoglobules entre le témoin à 10 
jours et à 15 jours avec azote probablement due au vieillissement des plantes et aux conditions de 
culture in vitro. 
En conclusion, la carence en azote a un effet sur l’ultrastructure des chloroplastes : les grana de 
thylacoïdes sont désorganisés, le diamètre des plastoglobules augmente et des particules d’amidon 
apparaissent. De plus, il y a apparition de gouttelettes lipidiques dans le cytosol. Ces modifications 
sont réversibles, et après 4-5 jours de culture sur un milieu complet, le diamètre des plastoglobules 
diminue. Les grains d’amidon diminuent de taille et disparaissent dans certains chloroplastes, en 
parallèle, le nombre de gouttelettes lipidiques cytosoliques diminue aussi. 
3.3. Effet de la carence en azote sur le profil lipidique des feuilles chez 
A. thaliana 
Nous venons de voir que la carence en azote a un effet certain sur l’ultrastructure des chloroplastes 
et que l’apport d’azote permet d’inverser cet effet et de retrouver une ultrastructure standard. Afin de 
caractériser, en parallèle l’effet de cette carence en azote sur le métabolisme lipidique des plantes, 
nous avons analysé leur profil lipidique lorsqu’elles sont soumises à une carence en azote puis 
retransférées en milieu complet. 
Dans un premier temps, des analyses en HPTLC ont été réalisées afin de déterminer le profil 
lipidique global des feuilles d’A.thaliana. Les feuilles de plantules d’A.thaliana ont été récoltées au 
10
ème
 jour de carence puis au bout de 5 et 10 jours de croissance supplémentaires sur milieu complet. 
A partir de 100 mg de partie aérienne fraiche, les lipides totaux sont extraits dans de l’isopropanol à 
65°C pendant 1h. La moitié de l’extrait lipidique est déposée sur des plaques HPTLC pour effectuer 
une séparation « lipides neutres » et l’autre moitié a été utilisée pour une séparation « lipides polaires » 
(voir M&M). Pour observer le profil lipidique, les plaques HPTLC ont été révélées avec de la 
primuline et observées sous UV à λ=360 nm (cf. matériel et méthodes). 
Le profil lipidique est représenté dans la figure IV-7. Nous n’observons pas de variation d’intensité 
entre les différents échantillons pour l’ensemble des lipides polaires. En revanche, les différents lipides 
neutres des feuilles d’A.thaliana (cf. figure IV-7B) semblent être affectés par la carence en azote mais 
de différentes manières : 
A 
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 La quantité de FFA semble augmenter suite à la carence en azote puis elle reste stable même 
après un retour sur milieu complet. 
 les TAG (absents chez le témoin) s’accumulent de façon importante en absence d’azote, puis 
disparaissent progressivement après retour sur milieu complet. 
 Les FAPE/SE ont un comportement semblable à celui des FFA : avec une accumulation lors 
de la carence en azote et un maintien de ces FAPE après retour sur milieu complet. Par contre, 
nous observons aussi une augmentation des FAPEs au cours du temps dans les plantes non 
carencées, ce qui suggère que les FAPE sont accumulés avec l’âge de la plante, 
indépendamment de la carence en azote. 
Une simple observation par HPTLC reste, bien sûr, incomplète et une quantification précise 
des différents lipides est indispensable pour obtenir des résultats consistants. 
Malheureusement, cette étude n’a pas pu être réalisée dans le cadre de cette thèse. 
 
Figure VI-7 : Profil lipidique des feuilles d’A.thaliana (Col0) pendant la carence en azote et 
après apport d’azote. 
Les extraits lipidiques sont extraits à partir de 100mg de matière fraiche et repris da ns 100µl de 
CHCl3/MeOH (1:2) A. HPTLC des lipides polaires, 50µl de l’extrait lipidique sont déposés . B. 
HPTLC des lipides neutres, 50µl de l’extrait lipidique sont déposés. Les plaques sont révélées 
avec de la primuline/PBS. T0 : 15 jours de croissance sur milieu MS, 10N : 10 jours avec azote. 
10C : 10 jours en carence d’azote. 10N,5N  : 10 jours avec azote et 5 jours avec azote. 10C,5N : 
10 jours en carence d’azote et 5 jours avec azote. 10N,10N : 10 jours avec azote et 10 jours 
avec azote. 10C,10N : 10 jours en carence d’azote et 10 jours avec azote. 
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4. Marquage isotopique (Pulse and Chase) des lipides in vivo chez 
A.thaliana en réponse à la carence en azote 
Afin de suivre le devenir des différentes classes de lipides en réponse à une carence en azote puis à 
un retour sur milieu complet, nous avons choisi de réaliser une expérience de « pulse and chase » sur 
les plantules stressées d’Arabidopsis. 
Comme expliqué au chapitre 3 § 2.1, la méthode consiste à marquer les lipides grâce à de l’acétate 
radioactif marqué au C
14
 fourni aux plantules d’A.thaliana. 
Ce travail a été réalisé sur des plantules d’A. thaliana sauvage et sur le double mutant pes1/pes2. 
Ce double mutant est le résultat de la mutation des deux acyltransférases impliquées dans la synthèse 
des FAPE et des TAG dans les chloroplastes, PES1 et PES2 (Lippold et al., 2012). 
Les plantules sont cultivées in vitro sur des grilles de nylon (NITEX) disposées sur un milieu 
solide avec azote (MS), pendant 15 jours. Les plantules sont ensuite transférées dans un milieu 
complet liquide qui contient de l’acétate radioactif durant 2h (T0), seules les racines sont en contact 
avec une solution. Avant de repiquer les plantules, ces dernières sont rincées dans de l’eau pour 
éliminer le surplus de la solution radioactive. Ensuite, elles sont transférées soit sur un milieu 
minimum sans azote (-N), soit sur un milieu complet avec azote (+N) pendant 10 jours, puis les 
plantules sont transférées sur un milieu avec azote durant 10 jours supplémentaires. 
 A chaque étape les lipides sont extraits puis séparés par HPTLC. Les plaques sont révélées 
d’abord avec la primuline/PBS pour visualiser les lipides non marqués et les standards, puis la 
radioactivité est dosée avec un scanner Storm 860 (cf. Matériel et Méthodes). 
4.1. Marquage des lipides chez A.thaliana sauvage (Col0) 
La figure IV-8 montre le profil de marquage des lipides des feuilles de plantules d’A. thaliana 
(Col 0). Les lipides polaires sont les lipides les plus rapidement et intensément marqués (cf. figure IV-
8A), avec un marquage surtout du MGDG, DGDG et de la PC. En ce qui concerne les lipides neutres 
(cf. figure IV-8B), nous observons l’apparition d’une bande qui co-migre avec le standard des SE, et 
qui correspond donc à des SE et/ou à des FAPE. Une bande correspondant aux TAG apparait aussi au 
10
ème
 jour de la carence en azote (10C). Le marquage des TAG diminue puis disparait après 10 jours 
de retour sur milieu complet (10C,10N) contrairement aux FAPE/SE qui continuent à être marqués. 
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Afin de suivre précisément l’accumulation de ces lipides marqués, nous avons quantifié la 
radioactivité avec le Storm et le logiciel  Multiquant
®
. Les données sont intégrées puis rapportées au 
poids frais et représentées en pourcentage de la radioactivité totale (cf. figure IV-9). 
 En présence d’azote 
 Les résultats obtenus en présence d’azote sont similaires à ceux décrits pour les conditions 
contrôles du paragraphe sur l’effet du cadmium. Le marquage des lipides après 2h de pulse montre que 
89 % de la radioactivité sont incorporés dans les lipides polaires alors que seulement 11% se 
retrouvent dans les lipides neutres. La PC et le MGDG sont les espèces les plus marquées (30% et 
26%). Dix jours après marquage, le marquage du MGDG et du DGDG augmente  (pour atteindre 
respectivement 30% et 17% de la radioactivité totale), tandis que celui de la PC diminue 
considérablement jusqu’à 10%, ce qui reflète l’utilisation de la PC pour synthétiser des galactolipides 
de la voie eucaryotique. Parmi les lipides neutres, les FFA et les DAG sont des intermédiaires de la 
voie de synthèse des lipides et sont les espèces les plus marquées (4% et 3%). De plus, nous 
constatons que les FAPE/SE (2%) sont aussi marqués alors que les TAG ne le sont pas. Le marquage 
A
MGDG
DGDG
PE/PG
PA
PI
PC
FAPE/SE
TAG
FFA
Stérol
DAG
B
 
PG 
Figure IV-8 : Profil de séparation des lipides marqués chez les feuilles du Col0 pendant la 
carence en azote. 
Les extraits lipidiques sont extraits à partir de 100mg de matière fraiche et repris dans 1 00µl de 
CHCl3/MeOH (1:2) A. HPTLC des lipides polaires, 50µl de l’extrait lipidique sont déposés. B. 
HPTLC des lipides neutres, 50µl de l’extrait lipidique sont déposés. La radioactivité est 
visualisée à l’aide d’un scanner Storm 860.  T0 : 15 jours de croissance sur milieu MS. 10N : 10 
jours avec azote. 10C : 10 jours en carence d’azote. 10N,5N : 10 jours avec azote et 5 jours 
avec azote. 10C,5N : 10 jours en carence d’azote et 5 jours avec azote. 10N,10N : 10 jours 
avec azote et 10 jours avec azote. 10C,10N : 10 jours en carence d’azote et 10 jours avec 
azote. 
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des FAPE/SE augmente jusqu’à 6%, suggérant qu’il y a une synthèse de FAPE/SE probablement due 
aux conditions de culture in vitro. Ensuite, les plantules sont repiquées sur du milieu MS pendant 5 et 
10 jours. Le marquage des lipides polaires continue de baisser sauf celui du DGDG qui continue 
d’augmenter durant 5 jours puis diminue. Le marquage des FFA ne varie pas, celui des TAG reste nul, 
et le marquage du DAG diminue légèrement alors que celui des FAPE/SE continue à augmenter pour 
atteindre 10 % de la radioactivité totale.   
 En absence d’azote 
 Nous remarquons qu’après 10 jours de carence, le marquage du MGDG ne représente que 
24% de la radioactivité totale, contre 32 % pour les plantes non carencées, ce qui suggère que la 
carence en azote induit bien une dégradation des galactolipides. A ce stade le marquage des autres 
lipides polaires est similaire entre plantes carencées et plantes contrôles, par contre, nous observons 
une apparition conséquente de TAG marqué (10 % de la radioactivité totale) et une diminution du 
marquage des DAG (4% contre 6 % pour les plantes contrôles). Ceci suggère que suite à la carence, 
les acides gras des galactolipides sont incorporés dans du TAG, éventuellement via l’utilisation de 
DAG. Après 10 jours de retour sur un milieu complet, le marquage des lipides est similaire à celle des 
plantes n’ayant pas subi de carence, avec notamment une disparition complète des TAG et un 
marquage des MGDG identique à celui des plantes contrôles. Une légère diminution du marquage des 
FAPE/SE par rapport aux plantes contrôles, avec en parallèle une légère augmentation du marquage du 
DGDG, est toutefois observée. A ce stade, les plantes non carencées commencent à montrer des signes 
de vieillesse, notamment avec induction de la floraison et accumulation de FAPE/SE. Il est possible 
que le passage sur milieu carencé ait ralenti le développement des plantes, ce qui pourrait expliquer ce 
décalage dans l’accumulation des FAPE/SE et la dégradation des DGDG. Il semble donc que les 
acides gras marqués dans le MGDG soient incorporés en réponse à une carence en azote dans des 
TAG et des FAPE/SE, puis que lors de la disparition du stress, les acides gras des TAG sont 
remobilisés pour former du MGDG, alors que les FAPE/SE ne sont pas recyclés. 
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Figure IV-9 : Quantification de la radioactivité dans les lipides des feuilles chez A.thaliana (Col0).  
La radioactivité est dosée par le scanner Storm 860 et la quantification à l’aide d’un logiciel d’interprétation 
MultiQuant®. La courbe avec les losanges noirs représente les conditions témoin avec azote. La courbe avec 
les carrés rouges représente les plantes ayant subi une carence en azote. La flèche indique quand l’azote a 
été ajouté dans le milieu. n=8, 3 cultures indépendantes. 
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Afin d’obtenir une idée du devenir des acides gras du MGDG en l’absence de synthèse de 
FAPE, nous avons choisi d’étudier le métabolisme des lipides chez le  double mutant knock out pour 
les deux enzymes PES1 et PES2, les deux acyltransférases impliquées dans la synthèse des FAPE et 
du TAG dans les chloroplastes (Lippold et al., 2012) 
4.2. Marquage des lipides chez le double mutant pes1/pes2 
Chez le double mutant pes1/pes2 la synthèse des FAPE est très affectée (diminution d’environ 
90%) et l’accumulation de TAG lors d’une carence en azote est réduite d’environ 30% comparé au 
sauvage (Lippold et al., 2012). 
La figure IV-10  expose le résultat du dosage de la radioactivité dans les feuilles du double mutant 
pes1/pes2 chez les plantes contrôles et chez les plantes carencées en azote. 
 En présence d’azote, le double mutant après 2h de marquage présente le même profil que le 
sauvage, avec toutefois un marquage légèrement plus important du MGDG (32 % contre 26% chez le 
sauvage) qui pourrait refléter une activité de synthèse plus importante de MGDG. Dix jours après le 
marquage, nous observons que le taux de MGDG marqué est plus faible que chez le sauvage (30% 
contre 32% chez le sauvage) alors que le marquage des phospholipides est globalement légèrement 
plus important chez le double mutant (38% contre 31% chez le sauvage non carencé). Après 15 jours 
de marquage, la principale différence entre le sauvage et le double mutant est un marquage plus 
important du DGDG chez le sauvage (21% contre 16% chez le double mutant) qui suggère une 
dégradation plus importante du DGDG chez le double mutant. Il faut noter que 20 jours après le 
marquage, plus de 8 % de la radioactivité est retrouvée dans les FAPE/SE alors que selon Lippold et 
al. (2012), la quantité de FAPE chez le double mutant est considérablement réduite par rapport au 
sauvage. Ceci suggère que le marquage que nous observons reflète plutôt une incorporation de la 
radioactivité dans les steryl esters (qui co-migrent avec les phytyl esters) qui s’accumulent non pas 
dans les plastoglobules, mais dans les gouttelettes lipidiques du cytosol. 
Après 10 jours de carence d’azote, le marquage des lipides chez le double mutant est similaire 
à celui des plantes non carencées avec toutefois une légère diminution du marquage du MGDG, et une 
augmentation du marquage des FAPE/SE et du TAG.  
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Figure IV-10 : Quantification de la radioactivité dans les lipides des feuilles chez A.thaliana double 
mutant pes1/pes2. 
La radioactivité est dosée par le scanner Storm 860 et la quantification à l’aide d’un logic iel d’interprétation 
MultiQuant®. La courbe avec les losanges noirs représente les conditions témoin avec azote. La courbe avec 
les carrés rouges représente les conditions de la carence en azote. La flèche rouge indique quand l’azote a 
été ajouté dans le milieu. n=10, 3 cultures indépendantes. 
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5. Comparaison du marquage entre le sauvage et le double mutant 
pes1/pes2 
Afin de mieux visualiser l’effet de la mutation sur la réponse à une carence d’azote, nous 
avons représenté côte à côte dans la figure IV-11 la répartition de la radioactivité chez le sauvage et 
chez le mutant carencés. Nous constatons que comme ce qui est décrit par Lippold et al. (2012), le 
double mutant accumule moins de TAG (5%) en réponse à la carence que le sauvage (11%). Dès la fin 
du marquage, nous observons que 3% de la radioactivité est incorporée dans les FAPE/SE chez le 
sauvage alors que chez le mutant ce marquage ne dépasse pas 1%. Ceci est cohérent avec le fait que 
dans ce mutant la synthèse des FAPE est significativement réduite (Lippold et al., 2012). 
L’incorporation plus importante de radioactivité dans les FAPE/SE chez le double mutant après 10 
jours de carence (11% contre 7% chez le sauvage) ne peut être due à une accumulation de FAPE, mais 
reflète très certainement plutôt une accumulation plus importante de steryl esters. La formation de SE 
dans les gouttelettes lipidiques pourrait permettre d’éliminer les AG libres formés suite au stress, et 
qui ne peuvent pas être éliminés par formation de FAPE ou de TAG dans le mutant. Il semble que 
pour contre-balancer la réduction de la synthèse de FAPE et TAG chez le mutant pes1/pes2, les acides 
gras des galactolipides dégradés soient incorporés dans les steryl esters. 
Après 5 jours et 10 jours de retour sur un milieu complet, le marquage du TAG diminue puis 
disparait complètement chez le double mutant comme chez le sauvage (cf. figure IV-11D) alors que 
celui des FAPE/SE continue d’augmenter chez le sauvage comme chez le mutant. Après 10 jours de 
retour sur milieu complet, on n’observe plus de différence de marquage entre les plantes ayant subi ou 
non une carence, prouvant que le double mutant  est capable, comme le sauvage, de contre balancer 
l’effet de la carence sur le métabolisme des lipides. 
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6. Conclusion 
Le stress causé par le Cd, comme par une carence en azote, provoque une augmentation du 
nombre des plastoglobules et une désintégration des thylacoïdes, ainsi que l’apparition de gouttelettes 
lipidiques dans le cytosol. Ce stress induit aussi la synthèse du TAG et de FAPE/SE et une dégradation 
du MGDG.  La réponse obtenue est plus marquée en condition de carence d’azote qu’en présence de 
cadmium. 
Les résultats du marquage isotopique chez le sauvage nous montrent que les TAG sont accumulés 
en réponse à la carence en azote, alors que les MGDG sont dégradés. En effet, le marquage du MGDG 
diminue alors que celui du TAG augmente, suggérant que les acides gras provenant de la dégradation 
du MGDG sont intégrés dans le TAG. Les observations réalisées en microscopie électronique, nous 
laissent supposer que ces TAG sont massivement accumulés dans le cytosol au niveau des gouttelettes 
Figure IV-11 : Comparaison de la radioactivité dans les lipides des feuilles chez A. thaliana 
sauvage et le mutant pes1/pes2 carencés 
La radioactivité est dosée par le scanner Storm 860 et la quantification est réalisée à l’aide d’un 
logiciel d’interprétation Mult iQuant®. A. 2h après le pulse. B. 10 jours après la carence en azote. C. 
10 jours en croissance+5 jours avec d’azote. D. 10 jours en croissance+10 jours avec d’azote. 
n=10, 3 cultures indépendantes. 
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lipidiques et aussi en partie au niveau des plastoglobules. En ce qui concerne les FAPE et SE, nous 
observons un marquage à peine plus rapide en carence qu’en présence d’azote, et cette différence 
disparait avec le vieillissement de la plante. Pourtant, la littérature (Gaude et al., 2007; Lippold et al., 
2014) et nos observations en TLC montrent que la carence induit une accumulation significative de 
FAPE (4 fois plus de FAPEs d’après Lippold et al. 2012). Par ailleurs, le marquage des FAPE/SE ne 
diminue pas lorsque les plantes sont transférées sur un milieu complet, suggérant que les FAPE restent 
accumulés dans les plastoglobules (ou les SE dans les gouttelettes lipidiques), et ne sont pas 
remobilisés pour synthétiser des galactolipides par exemple. Ceci pourrait expliquer pourquoi les 
plastoglobules ne retrouvent pas leur diamètre d’origine mais restent légèrement plus gros même après 
retour sur milieu complet. 
L’analyse du double mutant pes1/pes2 nous a permis de mettre en évidence que les acides gras 
provenant des galactolipides dégradés lors d’un stress ne sont pas exclusivement stockés dans les 
plastoglobules sous forme de TAG et FAPE, mais sont aussi exportés hors du chloroplaste et stockés 
sous forme de SE et de TAG dans les  gouttelettes lipidiques. Alors que les TAG sont remobilisés 
après disparition du stress pour re-synthétiser des galactolipides, il semble que les SE et les FAPE ne 
sont pas catabolisés une fois formés, même après disparition de la carence. Cependant il faudrait 
confirmer cette hypothèse en réalisant une expérience similaire sur des plantes plus jeunes qui ne 
montreraient pas de signe de vieillissement avant la fin de l’expérience. Par ailleurs, afin de pouvoir 
étudier le devenir des FAPE indépendamment des SE, il devient nécessaire de développer une 
méthode permettant de quantifier spécifiquement les FAPE, par GC-MS par exemple comme réalisé 
par Gaude et al. (2007), ou bien de faire une purification préalable des chloroplastes afin d’éliminer les 
gouttelettes lipidiques. L’isolement de chloroplastes permettrait de plus de différencier le TAG stocké 
dans les plastoglobules de celui stocké dans les gouttelettes lipidiques. 
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Discussion générale et perspectives
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Comme nous l’avons vu au cours de ce mémoire de thèse, les plastoglobules sont impliqués 
dans la réponse au stress ainsi que dans d’autres processus physiologiques tels que la sénescence. 
Bien que les plastoglobules soient depuis ces dix dernières années de plus en plus étudiés, leur 
composition lipidique n’est toujours pas précisément décrite (Rottet et al. 2015). Un des objectifs de 
ma thèse a été d’établir précisément le glycérolipidome des plastoglobules. Ceci a été fait dans un 
premier temps, par des analyses lipidiques dites «classiques» associant la TLC et la GC-FID puis par 
des analyses plus sensibles en spectrométrie de masse 
 L’étude par TLC/GC-FID a permis d’établir la proportion des différentes classes de 
glycérolipides présents dans les plastoglobules. 
 Majoritaires, les lipides neutres, avec 76% des acides gras totaux pour Arabidopsis et 74% 
pour le pois, sont composés, par ordre d’importance, de FFA (33,9% pour Arabidopsis et 30,6% pour 
le pois), puis de FAPE, de TAG et de DAG (24%, 11% et 7% respectivement chez A. thaliana).  Les 
plastoglobules contiennent par ailleurs une part non négligeable de phospholipides (12% chez 
Arabidopsis et 13% chez le pois) et de galactolipides (11% chez Arabidopsis et 12% chez le pois). 
Ceci confirme ce qui est décrit dans la littérature (Lichtenthaler and Peveling, 1966) : les 
plastoglobules sont principalement composés de lipides neutres et entourés par un feuillet de lipides 
polaires. La composition des plastoglobules pourrait être a priori considérée similaire à celle des 
gouttelettes lipidiques du cytosol. Pourtant notre étude montre que la part des lipides polaires dans les 
plastoglobules est bien plus importante que dans les gouttelettes lipidiques (23% contre 3%), 
probablement car les plastoglobules sont plus petits et nécessitent donc un ratio lipides polaires / 
lipides neutres plus élevé. Par ailleurs, alors qu’il est généralement admis que les plastoglobules 
stockent majoritairement des TAG, notre étude montre que les lipides majoritaires des plastoglobules 
sont en fait les acides gras libres et les FAPE. Ceci souligne  le rôle joué par les plastoglobules dans la 
protection des membranes en séquestrant des molécules déstabilisant les membranes telles que les 
FFA et les FAPE, plutôt qu’un rôle de stockage de lipides sous forme d’huile. 
 La composition en acides gras des lipides de plastoglobules révèle un enrichissement en acides 
gras saturés. On y trouve majoritairement du C16:0 et du C18:0. Dans les plastoglobules 
d’Arabidopsis des tri-insaturés sont néanmoins apportés par les FFA (composés de 18% de C18:3) et 
les FAPE (composés de 23% de C16:3). Les plastoglobules de pois contiennent aussi majoritairement 
du C16:0 et du C18:0 mais aussi du C18:1 et du C18:2 dans la plupart des espèces, et du  C18:3 dans 
le PG et DGDG. Cet enrichissement en acides gras saturés est nécessaire pour favoriser une courbure 
positive du feuillet et donc la formation d’une sphère avec les têtes polaires à l’extérieur de la sphère 
(Boutté and Moreau, 2014).  
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L’étude de la composition en acide gras des galactolipides des plastoglobules a donc montré 
que ces derniers ont une composition bien différente de celle des galactolipides des thylacoïdes aussi 
bien chez Arabidopsis que chez le pois. Ceci nous permet d’affirmer que les galactolipides identifiés 
dans les plastoglobules ne proviennent pas d’une simple contamination par la fraction des thylacoïdes, 
mais sont bien des constituants per se des plastoglobules, ce qui était jusqu’à présent controversé 
(Rottet et al. 2015). 
Plus étonnante, a été l’identification de PC dans les plastoglobules. En effet, la PC est décrite 
comme étant présente, dans les plastes, exclusivement au niveau de la membrane externe de 
l’enveloppe. L’hypothèse la plus simple pour expliquer cette présence dans les plastoglobules serait 
une contamination de notre fraction de plastoglobules par de l’enveloppe ou du RE mais plusieurs 
résultats nous permettent d’affirmer que ce n’est pas le cas : par immunoblot nous avons montré que la 
fraction de plastoglobules est pure et dépourvue de contamination par l’enveloppe ou le RE ; et que la 
composition en acide gras de la PC des plastoglobules est très différente de celle de l’enveloppe 
d’après nos études en GC-FID (pas de C18:3 dans la PC de plastoglobules, contre 32 % pour celle de 
l’enveloppe), et cette différence a été confirmée par la suite par nos analyses en LC-MS. Notamment, 
par LC-MS nous avons démontré que la PC des plastoglobules contient de la PC36:0 non détectée 
dans l’enveloppe. Afin de valider définitivement la présence de PC dans les plastoglobules, il serait 
intéressant de traiter des chloroplastes intacts avec une phospholipase afin d’éliminer toute PC de 
l’enveloppe et des éventuelles endomembranes contaminant la fraction plastidiale, puis de purifier et 
analyser les plastoglobules. Il faut par ailleurs noter qu’une étude antérieure a déjà montré la présence 
de PC dans les thylacoïdes de pois (Andersson et al., 2001). Il est tout à fait possible que cette PC ne 
soit en fait pas localisée dans les thylacoïdes mais dans les plastoglobules restés attachés aux 
thylacoïdes au cours de la purification. 
Dans les gouttelettes lipidiques cytosoliques, la PC est le phospholipide majoritaire avec la 
PE, et une augmentation de la teneur en PC permettrait de maintenir une taille réduite des gouttelettes 
(Yang et al., 2012). La PC dans les plastoglobules pourrait alors avoir un rôle similaire. L’origine de 
cette PC reste énigmatique, car aucune activité de synthèse de PC n’a été démontrée dans le plaste. 
Une étude montre chez les animaux, qu’en présence de conditions nécessitant la synthèse de nouvelles 
gouttelettes lipidiques, une phosphocholine-cytidyltransférase (CCT) responsable de la conversion de 
phospho-choline en CDP-choline, est relocalisée vers les gouttelettes lipidiques (Krahmer et al., 2011). 
Un mécanisme similaire est peut être présent dans les cellules végétales. Chez Arabidopsis, deux 
isoformes de CCT existent, dont la localisation intracellulaire n’est pas établie. La CCT2 est prédite 
par certains logiciels de prédiction comme pouvant être localisée dans les plastes et pourrait donc 
relocaliser aux plastoglobules quand nécessaire. Ceci reste bien évidemment à être confirmé. Il est 
possible qu’une telle activité soit détectée d’ailleurs dans les plastoglobules alors qu’elle n’a jamais été 
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démontrée dans les plastes. Un cas similaire a été décrit pour la tocophérol cyclase (VTE1) dont 
l’activité n’avait jamais été détectée (mais avait été supposée localisée, par défaut, dans l’enveloppe), 
jusqu’à son identification dans les plastoglobules par Vidi et al. (2006).   
Une autre hypothèse permettant d’expliquer l’origine de cette PC particulière dans les 
plastoglobules serait un transfert (par un mécanisme encore inconnu) de PC (ou de lyso-PC) depuis 
l’enveloppe externe des chloroplastes vers les plastoglobules, suivi d’un échange d’acides gras par 
l’action d’une acyltransférase au niveau des plastoglobules. L’étude de différents mutants de la voie de 
synthèse des phospholipides, notamment le mutant pah1 pah2 (Nakamura, 2013), ou de transfert de 
lipides vers le plaste, tels que les mutants tgd (Awai et al., 2006; Xu et al., 2005, 2008) pourrait nous 
permettre de confirmer ou infirmer cette hypothèse.  
Afin de pouvoir déterminer la composition lipidique des plastoglobules plus finement et 
surtout à partir d’une quantité de matériel plus réduite, nous avons choisi de développer des méthodes 
d’analyse en LC-MS. En effet cette technique est plus sensible que la GC-FID et demande donc moins 
de matériel. Le but est de pouvoir faire une analyse complète de tous les glycérolipides (galactolipides, 
phospholipides, TAG et DAG) à partir d’un même échantillon de plastoglobules. Ces méthodes 
n’étant en partie pas disponibles sur la plateforme de lipidomique au début de cette thèse, un important 
travail de développement a été réalisé, notamment en ce qui concerne la mise au point de l’analyse des 
TAG et DAG. La méthode permettant d’analyser les galactolipides n’est pas encore complètement 
mise au point, mais devrait l’être dans un proche avenir. Il reste aussi à finaliser la méthode d’étude 
des phospholipides, notamment celle de la PC par utilisation d’un autre standard permettant de 
quantifier la PC34:0. Ce travail sera alors d’une grande utilité pour comparer par exemple la 
composition des glycérolipides des plastoglobules provenant de types de plastes différents ou de 
plantes cultivées en conditions différentes (notamment en conditions de stress telles que l’exposition 
au cadmium ou la carence en azote qui induisent la formation de plastoglobules).  
Les résultats obtenus avec la LC-MS nous ont néanmoins permis de mettre en évidence la 
présence dans les plastoglobules d’espèces inhabituelles, telles que la PC-36:0 qui pourrait être de la 
PC18:0-18:0 et/ou de la PC-16:0-20:0, ou encore la présence d’acides gras à très longue chaine ainsi 
que d’autres acides gras minoritaires tels que le C14:0, le C18:2… 
La LC-MS comme la GC-FID montrent que les lipides polaires qui constituent le feuillet 
entourant les plastoglobules ont une composition bien spécifique, différente de ceux des thylacoïdes. Il 
est probable que les plastoglobules proviennent, au sein du feuillet externe des thylacoïdes, de 
nanodomaines spécialisés, d’une composition lipidique bien particulière favorisant la formation de 
telles structures globulaires. 
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Par ailleurs, les plastoglobules sont aussi décrits comme stockant du tocophérol (Vidi et al., 2006), de 
la phylloquinone (Lohmann et al., 2006) et de la plastoquinone (Zbierzak et al., 2010). Afin d’avoir 
une idée plus exacte de la composition des plastoglobules de chloroplastes, il est nécessaire d’évaluer 
la part ce ces composés dans le lipidome. D’après Vidi et al. (2006), pour 100 moles d’acides gras on 
trouve 9 moles de tocophérol, ce qui est sensiblement équivalent à la proportion des TAG (12% des 
acides gras totaux). La part de la phylloquinone est, elle, beaucoup plus infime, avec seulement 0.4 
mole pour 100 moles d’acides gras (Lohmann et al., 2006). En ce qui concerne la plastoquinone, une 
quantification exacte par rapport aux acides gras totaux n’est à notre connaissance pas disponible dans 
la littérature. Néanmoins, Zbierzak et al. (2010) montrent que la quantité de PQ-9 contenu dans les 
feuilles est équivalente à celle du tocophérol, et que sa répartition au sein du chloroplaste est aussi 
similaire à celle du tocophérol. Nous pouvons donc en déduire que les plastoglobules contiennent plus 
ou moins la même quantité de plastoquinone que de tocophérol (cf. figure ci-dessous). 
 
 Grâce à notre étude, nous avons donc maintenant une vision plus  précise de la composition 
des plastoglobules de chloroplastes. Cette composition est probablement très différente dans les 
Schéma globale de la composition lipidique des plastoglobules. 
Une distribution égale des phospholipides (PL) et des galactolipides 
(GL) dans la monocouche qui entoure les plastoglobules. Au centre des 
plastoglobules les FFA sont en grande majorité suivie des FAPE puis  
des TAG, du tocopherol (VitE) de la plastoquinone (PQ) et du DAG, et 
une très faible proportion des phylloquinine (Pl).  
Composition lipidique d’un plastoglobule 
 
 
139 
plastoglobules de chromoplastes dans lesquels les caroténoïdes sont accumulés. Il serait donc très 
intéressant de réaliser le même travail sur des plastoglobules de chromoplastes.  
La dernière partie de ce travail a été d’étudier in vivo par marquage isotopique des acides gras 
avec de l’acétate C
14
, le métabolisme lipidique en réponse à un stress induisant la formation de 
plastoglobules. Nous avons choisi d’étudier deux types de stress sur des plantules d’A. thaliana, une 
exposition à un métal lourd, le cadmium, et une carence en azote qui induit la sénescence. Dans les 
deux cas, nous observons une diminution du marquage du MGDG pendant le stress corrélée à une 
augmentation du marquage des FAPE/SE et aussi à une apparition du marquage des TAG. Ceci 
suggère que lors d’un stress le MGDG est dégradé et que les acides gras issus du MGDG sont 
incorporés dans du TAG, des FAPE et/ou des steryl esters. L’analyse de la réponse du mutant pes1 
pes2, déficient dans les phytyl-ester synthases de plastoglobules PES1 et PES2, à une carence en azote 
montre qu’il y a bien, en plus des FAPE, une synthèse de SE en réponse à cette carence, et que le TAG 
est formé et stocké en partie dans les plastoglobules par action de PES1 et/ou PES2, et en partie dans 
le cytosol dans les gouttelettes lipidiques. Par ailleurs, lorsque les conditions de culture redeviennent 
optimales (retour sur milieu complet dans notre étude), il semble que les acides gras associés aux TAG 
soient réincorporés dans les galactolipides, chez le sauvage comme chez le mutant pes1 pes2, alors que 
les SE et les FAPE restent stockés dans les corps lipidiques et ne semblent pas être remobilisés. Ainsi, 
ces expériences soutiennent l’hypothèse d’une reconversion des galactolipides en partie en TAG 
stocké dans les plastoglobules en réponse à un stress, puis remobilisés pour régénérer les membranes 
thylacoïdales après disparition du stress. 
Pourtant, les analyses que nous avons réalisées en GC-FID et LC-MS montrent que les acides gras 
majoritaires des galactolipides (C16:3 et C18:3) ne sont pas présents dans le TAG des plastoglobules ; 
le C16:3 est présent dans les FAPE des plastoglobules, alors que le C18:3 y est présent sous forme 
d’acide gras libres, et est surtout présent, dans la cellule sous forme de stéryl esters dans les 
gouttelettes lipidiques (L. Combes-Soia, communication personnelle). Il faut noter que la composition 
des plastoglobules a été établie à partir de plantes ayant poussé, autant que faire se peut, dans des 
conditions ne présentant pas de stress environnemental, et que le TAG présent n’est donc pas formé 
suite à la dégradation des galactolipides. Il serait intéressant d’établir la composition des  
plastoglobules, et en particulier du TAG, après un stress, afin de vérifier si ce stress augmente la 
proportion de TAG contenu dans les plastoglobules et/ou les gouttelettes lipidiques, et si les C16:3 et 
C18:3 des galactolipides sont retrouvés dans le TAG de ces corps lipidiques. Pour réaliser ce travail, 
les méthodes développées en LC-MS seront précieuses. L’étude de mutant déficients dans la synthèse 
de FAPE (pes1 pes2) et/ou de steryl ester (par exemple psat1, Bouvier-Navé et al., 2010) permettra 
par ailleurs de vérifier s’il existe un mécanisme d’aiguillage permettant de « trier » les acides gras 
préférentiellement incorporés au TAG, aux FAPE ou aux SE. Pour finir, il serait intéressant de réaliser 
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un marquage avec le glycérol radioactif pour mieux comprendre l’origine et la composition des TAG 
accumulés lors du stress. 
Nos résultats montrent par ailleurs que les plastes et les gouttelettes lipidiques ne doivent 
définitivement pas être envisagés comme deux organelles indépendants de la cellule, et qu’il existe un 
lien réel entre les deux, comme cela a déjà été évoqué chez Chlamydomonas reinhardtii (Goodson et 
al., 2011). Afin de comprendre le métabolisme des lipides en réponse à un stress, il est donc 
indispensable d’étudier ces deux compartiments simultanément. 
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Matériel et Méthodes
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1. Matériel biologique 
1.1. Culture d’Arabidopsis thaliana 
a. Culture sur terre 
Les graines d’Arabidopsis thaliana (Colombia 0, Col0) sont semées sur des plateaux de terre 
(mélange de terre et 1/7
ème
 de vermiculite), arrosées (mélange de Vectobac et eau à 4ml/L, Biobet) 
puis mises directement dans le phytotron. La photopériode est de 16h jour/ 8h nuit (jours longs), 
l’humidité est de 65%, la lumière est d’une intensité de 120 µmol de photons /m
2
/sec et la température 
de 22°C le jour, 20°C la nuit. 
b. Culture in vitro  
Les graines d’A.thaliana sauvage (Col 0) et le double mutant pes1/pes2 fournies par Felix 
Kessler (Neuchâtel, Suisse) sont stérilisées avec de l’éthanol 70% pendant 10min puis laissées à 
sécher sur du papier absorbant stérile. Environ 20 graines sont semées sur des grilles (5cm ø ; toile 
nylon 500µm, Fisher Scientific) dans un milieu de culture complet (MS ; Murashige and Skoog, 
Duchefa) à pH5,6 (saccharose 2% m/v, 20mM MES-KOH, MS avec vitamines 4.4 g, 7 g Agar-Agar 
plante ; Duchefa), dans la chambre de culture avec des néons horticoles (100 µmol/m
2
/sec), la 
photopériode est de 16h jour/ 8h nuit, la température est de 22°C. 
Pour la culture en carence d’azote, les plantules de 15 jours de croissance sur milieu complet 
sont repiquées dans un milieu synthétique sans azote (SM-N ; agarose standard Euromedex 0.8%, 
saccharose 1%, MgSO4 1mM, CaCl2 1mM, KCl 2,5mM, KH2PO4 1mM, Fe-EDTA 2.5µM, H3BO3 
35µM, MnCl2 7µM, CuSO4 0.25µM, ZnSO4 0.5µM, Na2MoO4 0.1µM, NaCl 5µM, CoCl2 5nM) 
pendant 10 jours (Gaude et al., 2007). 
1.2. Culture sur terre de Pisum sativum 
Les graines sont mises à imbiber une nuit dans de l’eau avec un bulleur d’air puis semées sur 
des plateaux de terre dans la chambre de culture (néon horticole, 16h jour/ 8h nuit). 
 
 
143 
2. Méthodes 
2.1. Méthode de purification des plastoglobules 
Les feuilles d’A.thaliana et de pois sont récoltées après respectivement 4 et 3 semaines de culture. 
Environ 300g de feuilles sont broyées afin de purifier les plastoglobules selon le protocole de Besagni 
et al., 2011.  
Quelques modifications sont apportées à ce protocole afin d’optimiser la purification des 
plastoglobules : 
 Les plantes sont maintenues à l’obscurité depuis la veille afin de limiter l’accumulation 
d’amidon. 
 La procédure du broyage se fait dans la chambre froide. Une fois les feuilles récoltées, elles 
sont conditionnées dans l’eau à 4°C puis broyées dans 100 à 400 ml d’un tampon de broyage 
HB (Sorbitol 450mM, tricine/KOH 20mM pH 8.4, EDTA 10mM pH 8.5, NaHCO3 10mM, 
MnCl2 1mM, Na-ascorbate 5mM, BSA 0.05%, PMSF/isopropanol 1mM). Le broyage se fait à 
l’aide d’un mixeur (1 fois vitesse maximale, 5s ; 3 fois vitesse minimale, 3s). 
 Le broyat est filtré sur 2 épaisseurs de gaze et une de miracloth puis le filtrat est centrifugé à 
2000g à 4°C (centrifugeuse RC6, rotor SLA 1500) pendant 10min.  
 Le culot est d’abord repris dans 1 volume de tampon de lavage TrE (tricine/HCl 50mM pH 
7.5, EDTA 2mM pH 8.5, DTT 2mM). On procède ensuite au dosage de la chlorophylle (cf. § 
2.2.2.1).  
 Ce culot est ensuite dilué à 1/3 dans du TrE 1X puis centrifugés 15min à 2600g à 4°C 
(centrifugeuse RC6, rotor SH-3000). 
Le culot récupéré est dilué dans du saccharose 0.6M (TrE) afin d’obtenir une concentration de 1-
2mg/ml de chlorophylle. Deux cents microlitres de protéase inhibitor cocktail (Sigma) sont ajoutés 
pour empêcher la dégradation des protéines. On laisse 10min dans la glace puis on congèle à -80°C 
pendant une heure pour optimiser l’éclatement des cellules. La décongélation se fait dans la glace puis 
on rajoute 2 volumes de TrE. On pratique une étape de broyage dans un broyeur de tissus (potter), on 
répète 20 fois pour bien casser les cellules et les membranes. Le lysat est ensuite centrifugé à 100000g 
(27000rpm, rotor SW28) pendant 1 heure à 4°C. Le culot récupéré représente les membranes des 
plastes et les endomembranes sans la partie soluble (stroma, vacuole, gouttelettes lipidiques…). 
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Les membranes récupérées sont diluées dans du saccharose 60% pour obtenir un mélange de 
membranes à 45% de saccharose et 2-3mg de chlorophylle/ml, homogénéisées 20 fois dans un potter 
puis soniquées pendant 3min (3s ON and 5s OFF, amplitude 60%). Dans des tubes UltraClear SW28 
(36ml), le gradient de saccharose est monté de 45% à 5% : 10ml de membrane dans saccharose 45%, 
6ml de saccharose 38%, 6ml de saccharose 20%, 4ml de saccharose 15% et 8ml de saccharose 5%. Le 
gradient est ensuite centrifugé à 100000g (27000rpm, rotor SW28) pendant 16 heures à 4°C. Une 
bande jaune est observée en haut du gradient (elle représente les plastoglobules). Des fractions de 1ml 
sont collectées à partir du gradient puis nous avons regroupé les différentes fractions en quatre 
« super-fractions » (cf. figure II-3A) : les plastoglobules (F1 : fractions #1 à 5), une fraction entre les 
plastoglobules et les enveloppes (F2 : fractions #6-16), une fraction enrichie en enveloppe mais 
contenant aussi des protéines des thylacoïdes (F3 : fractions #17-23) et une dernière fraction très 
enrichie en thylacoïdes, mais contenant aussi des protéines de l’enveloppe et des plastoglobules (F4 : 
fractions #24-35).. 
2.2. Méthodes biochimiques 
2.2.1. Méthodes d’analyse des lipides 
2.2.1.1. Extraction des lipides  
a. Extraction des lipides totaux à partir de fractions subcellulaires 
de feuilles d’A.thaliana et de P.sativum 
A partir des fractions : F1 (plastoglobules), F2 (intermédiaire), F3 (enveloppes), F4 (thylacoïdes) 
récupérées lors de la purification des plastoglobules. L’extraction des lipides totaux se fait à partir de 
1ml de fractions #F1, #F2 et de 0,5ml de #F3, #F4. Ceci se fait dans 2ml de chloroforme/méthanol 
(2:1, v/v), on centrifuge pendant 5min, la phase organique est récupérée et 1 ml de solution KCl 1M 
est ajouté, vortexé et centrifugé (cette étape est répétée 1 fois). La phase organique est récupérée et 
évaporée à sec sous air puis reprise dans du chloroforme/méthanol (2:1, v/v) soit pour être séparée par 
TLC  soit pour être séparée par SPE (solide phase extraction) pour des analyses en MS. 
b. Extraction des lipides totaux à partir de plantules d’A.thaliana  
Environ 100mg de feuilles d’A.thaliana sont récoltés, broyés et incubés dans 2,5ml d’isopropanol 
à 65°C pendant 1h. 2,5ml de chloroforme et 1ml d’eau sont ajoutés. Le tout est vortexé puis centrifugé 
pendant 5min. La phase inférieure est prélevée et mélangée à 1ml de KCl 1M. Après 5min de 
centrifugation, la phase organique est récupérée et évaporée à sec sous air puis reprise dans 100µl du 
chloroforme/méthanol (2:1, v/v). 
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2.2.1.2. Séparation et dosage des lipides 
a. Séparation des lipides par chromatographie sur couche mince 
(TLC) 
Les lipides extraits sont déposés à l’aide d’un appareil de dépôt automatique (Linomat IV, 
CAMAG) sur une plaque TLC (HPTLC 10/10cm silicagel 60 F254 et TLC 20/20cm, Merk) 
préalablement lavée au chloroforme/méthanol (2:1, v/v) et séchée sous hotte. 
 En fonction de la polarité des lipides à analyser, deux mélanges de solvants différents sont 
utilisés : 
o Séparation des lipides polaires (Vitiello and Zanetta, 1978) : une partie de l’extrait lipidique 
est déposée sur la TLC puis la séparation est faite grâce à un mélange de solvant 
chloroforme/acétate de méthyl/n-propanol/méthanol/KCl 0,25% (25:25:25:10:9, v/v). Les 
cuves sont mises à saturer avec 20ml du solvant pendant 45min avant la migration. 
Pour une meilleure séparation du PG et du PE des plaques TLC 20/20cm ont été utilisées, les 
cuves ont été mises à saturer avec 60ml du solvant pendant 1h30 avant la migration. 
o Séparation des lipides neutres : l’autre partie des lipides totaux est déposée sur la TLC et la 
séparation se fait avec le mélange de solvant lipides neutres (Juguelin et al., 1986) 
hexane/éther éthylique/acide acétique (90:15:2, v/v). Les cuves sont mises à saturer avec le 
solvant 15min avant la migration. 
La révélation des plaques HPTLC se fait dans une solution de primuline (100mg primuline, 10ml 
acétone qsp H2O) dilué à 1/100 dans du PBS1 X, puis rincées 5min dans du PBS 1X. Pour les plaques 
TLC 20/20cm la révélation se fait dans 2% primuline/PBS1X pendant 1min sans le lavage pour éviter 
le décollement de la silice. Une fois les plaques bien séchées les bandes de lipides sont visualisées par 
exposition sous UV (366nm). 
b. Identification des lipides par chromatographie en phase gazeuse 
(GC-FID) 
Après séparation par TLC, les bandes de silice correspondant aux différentes classes de lipides 
sont grattées. Les lipides sont transméthylés après ajout de 1ml de méthanol/H2SO4  2,5% et 5μg 
d’acide heptadécanoïque (C17) et chauffés à 80°C pendant 60min dans des tubes hermétiques. Les 
tubes sont refroidis à température ambiante puis les esters méthyliques formés sont ensuite extraits par 
ajout de 0,2ml d’hexane 99% et 1ml d’eau. Après agitation manuelle vigoureuse pendant 20s et 
centrifugation 5min, 100µl de la phase organique contenant les esters méthyliques sont récupérés dans 
une fiole CPG munie d’un insert. Les extraits sont ensuite analysés par chromatographie en phase 
gazeuse (Hewlett Packard 5890 SérieII) sur colonne Carbowax 15m x 0,53mm x 1.2µm (Alltech) avec 
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un détecteur à ionisation de flamme. La température du four a été programmée pour 1min à 160°C, 
suivie d’une incrémentation de température de 20°C/min jusqu’à 190°C pendant 30s puis une 
augmentation de 5°C/min jusqu’à 210°C et maintien de cette température pendant 30s, enfin 
augmentation de 20°C/min jusqu’à 230°C pendant 6min. Le temps total d’analyse est de 14min. Le 
temps de rétention des esters méthyliques est déterminé par comparaison avec un mélange de 
standards commercial (SIGMA) et la quantification est effectuée par étalonnage interne à l’aide de 
l’ester méthylique de l’acide heptadécanoïque. L’intégration des données se fait par le logiciel 
ChemStation
®
.  
2.2.1.3. Quantification et identification des classes lipidiques par 
spectrométrie de masse (MS) 
Les lipides extraits par chloroforme/méthanol (2:1, v/v) sont évaporés à sec sous air puis repris 
dans 250µl de chloroforme. Les lipides sont ensuite séparés en lipides polaires et lipides neutres grâce 
à une séparation sur phase normale solide (solide phase extraction ; SPE) de silice (SI-S-100mg/1ml ; 
Interchim). La colonne est préalablement activée et lavée avec 3ml de chloroforme, puis 250µl 
d’extrait lipidique sont déposés sur la colonne. 6ml de chloroforme sont ajoutés pour éluer les lipides 
neutres, puis 6ml supplémentaires de méthanol permettent d’éluer les lipides polaires. Ces extraits 
lipidiques vont servir pour les analyses en MS. 
a. Quantification relative des lipides par infusion directe 
 Quantification des TAG 
 Les lipides neutres de la fraction F1 (plastoglobules) d’A.thaliana et de pois séparés par SPE 
sont évaporés à sec sous air puis repris dans 500µl d’un mélange de solvants et de standard interne (SI) 
(Chloroforme/méthanol 2:1, Acide formique 0.2%, Ammoniac 0.028%, SI_TAG 51:0 à 0,5pmol/µl, 
SIGMA). Le mélange préparé est injecté dans le Qtrap 5500 (ABSciex) à l’aide d’une seringue 
Hamilton de 4,6mm de diamètre. Le débit de l’injection est de 7µl/min avec le mode d’acquisition 
neutral loss en mode positif. La source de gaz est l’azote (mis à 15u.a), source de gaz 1 (mis à 20u.a), 
et source de gaz 2 (mis à 0u.a). Le potentiel à l’entrée du capillaire est de 5500V. Le declustering 
potential est ajusté à 40V. Le gaz de collision est l’azote et l’énergie de collision est ajustée à 40eV. 
Les TAG sont identifiés et quantifiés par le logiciel Lipidview (ABSciex). Les espèces lipidiques sont 
quantifiées par la mise en rapport de l’intensité du pic à celle du pic du standard interne (TAG17:0-
17:0-17:0) (Allmann et al., 2014). 
 Quantification des galactolipides 
 Les lipides polaires séparés par SPE sont évaporés à sec sous air puis repris dans 500µl dans 
un mélange de solvants (CHCl3/MeOH 2/1, NaCl/MeOH 0.001mM) en plus des standards internes (SI 
MGDG 8:0-8:0 à 1,97nmol/µl et DGDG 8:0-8:0à 1,49nmol/µl, fournis par Juliette Jouhet (Grenoble, 
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France)). Le mélange préparé est injecté dans le Qtrap 5500 (ABSciex) à l’aide d’une seringue 
Hamilton de 4,6mm de diamètre. Le débit de l’injection est de 7µl/min avec le mode d’acquisition 
neutral loss en mode positif. La source de gaz est l’azote (mis à 15u.a), source de gaz 1 (mis à 20u.a), 
et source de gaz 2 (mis à 0u.a). Le potentiel à l’entrée du capillaire est de 5500V. Le declustering 
potential est ajusté à 40V. Le gaz de collision est l’azote et l’énergie de collision est ajustée à 47eV. 
Les galactolipides sont identifiés et quantifiés par le logiciel Analyste
®
 2.1. Les espèces lipidiques sont 
quantifiées par la normalisation de l’intensité du pic à celle du pic du standard interne (MGDG 8:0-8:0 
et DGDG 8:0-8:0). 
b. Quantification relative par chromatographie liquide à haute 
performance couplée à la spectrométrie de masse 
Les analyses LC-MS/MS (en mode multiple reaction monitoring mode) sont réalisées à l’aide d’un 
système HPLC (Ultimate 3000, Dionex-Thermo) couplé à un spectromètre de masse hybride Q-TRAP 
5500 (ABSciex). 
 Quantification des phospholipides 
Les lipides polaires obtenus après SPE sont évaporés à sec sous air puis repris dans 80µl d’un 
mélange de solvants (Isopropanol/MeOH/H2O, 5/1/4), en plus des standards internes de 
phospholipides (SI : PA 200µM, PG 100µM, PC 100µM et PI 0,5µM, Avanti polar lipids). 3µl de 
l’échantillon sont injectés. 
Les lipides sont séparés à l’aide d’une colonne Luna C8 de taille 150x100mm; la taille des 
particules est de 5µm et la taille des pores de 100Å (Phenomenex). Le système de solvants est 
composé du solvant A (Isopropanol/MeOH/H2O (5/1/4), Acide formique 0.2%, Ammoniac 0.028%) et 
du solvant B (Isopropanol, Acide formique 0.2%, Ammoniac 0,028%). La chromatographie des lipides 
est réalisée à un débit de 40μl/min à 50°C avec un gradient allant de 30% à 50% de solvant B en 5min, 
ensuite de 50% à 80% en 25min puis de 80% à 95% en 1min et reste à 95% pendant 10min enfin 
diminue de 95% à 30% en 1min et reste à 30% pendant 10min (Maneta-Peyret et al., 2014). 
 Les analyses par QTRAP sont réalisées avec le mode négatif (PE, PS, PI, et PG) et le mode 
positif (PC) avec un temps de passage entre les 2 polarités de 50ms; la source de gaz est l’azote (mis à 
15u.a), source de gaz 1 (mis à 20u.a), et source de gaz 2 (mis à 0u.a). La tension optimale appliquée à 
l’entrée du capillaire est de -4500 et +5000 volts, celle du declustering potential est ajustée entre -180 
et -85V et à +40V. Le gaz de collision est l’azote et l’énergie de collision varie entre -48 à -62eV et 
+47eV. Le dwell time est de 3ms. Le système de chromatographie ainsi que le spectromètre de masse 
sont contrôlés par le logiciel Analyste. Les données obtenues au cours de l’analyse sont traitées par le 
logiciel MultiQuant (version 2.1; ABSciex). Les espèces lipidiques sont quantifiées par la 
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normalisation de l’aire sous le pic à celui des standards internes (PA 17:0-17:0, PG 17:0-17:0, PC 
17:0-17:0 et PI 17:0-14:1) (cf. annexe II) 
 Quantification des TAG et DAG 
 Les lipides neutres obtenus après SPE sont évaporés à sec sous air puis repris dans 60µl d’un 
mélange de solvants (ACN/MeOH/H2O, 19/19/2 v/v), en plus des standards internes du DAG et du 
TAG (SI : TAG 1pmol/µl et DAG 1pmol/µl). 30µl ont servi pour l’analyse des DAG et les 30µl 
restants sont utilisés pour celle des TAG. La durée de l’acquisition est de 60min pour chaque méthode 
et 10µl de l’échantillon sont injectés. 
 Les lipides sont séparés à l’aide d’une colonne C8 de taille 150x100mm; la taille des 
particules est de 3µm et celle des pores est de 100Å (Phenomenex). Le système de solvants est 
composé par le solvant A (ACN/MeOH/H2O (19/19/2), Acide formique 0.2%, Ammoniac 0.028%) et 
le solvant B (Isopropanol, Acide formique 0.2%, Ammoniac 0.028%). La chromatographie des lipides 
est réalisée à un débit de 50μl/min et à 30°C avec un gradient qui commence à 20% de solvant B 
pendant 5min, ensuite de 20% à 40% en 25min puis de 40% à 55% en 10min et de 55% à 80% en 
1min et reste à 80% pendant 4min enfin diminue de 80% à 20% en 1min et reste à 20% pendant 
14min.  
 Les analyses par QTRAP sont réalisées avec le mode positif; la source de gaz est l’azote (mis 
à 15u.a), source de gaz 1 (mis à 20u.a), et source de gaz 2 (mis à 0u.a). La tension optimale appliquée 
à l’entrée du capillaire est de +5500 volts, le declustering potential est ajusté à 40V. Le gaz de 
collision est l’azote et l’énergie de collision est de 34eV (cf. annexe X). Le système de 
chromatographie est contrôle par Chromeloem et  le spectromètre de masse par le logiciel Analyste®. 
Les données obtenues au cours de l’analyse sont traitées par le logiciel MultiQuant® (version 2.1; 
ABSciex®). Les espèces lipidiques sont quantifiées par la normalisation de l’aire sous pic à celui des 
standards internes (TAG 17:0-17:0-17:0, DAG 17:0-17:0) (cf. annexe II). 
2.2.1.4. Marquage isotopique des lipides et stress environnemental 
Des plantules d’A.thaliana sauvages et double mutant pes1 pes2 de 15 jours (cf § 1.1) sont 
utilisées. Les racines de plantules sont incubées dans 7mL de tampon de Pulse (milieu MS liquide à 
pH 5.6) en présence de Na-Acétate [
14
C] (55,3mCi/mmol , 18mM concentration finale) (1µl/plantule) 
pendant 2 heures. Les plantules sont ensuite rincées deux fois dans de l’eau stérile pour éliminer 
l’excédant de substrat radioactif non incorporé. Les plantules sont ensuite transférées sur différents 
milieux de culture in vitro en fonction du stress étudié : 
o Carence en azote : après deux heures de pulse les plantules sont transférées sur un 
milieu synthétique sans  azote (cf. § 1.1). Après 10 jours de carence en azote, les 
plantules sont transférées sur du milieu complet (MS) pendant 10 jours. 
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o Présence de cadmium : les graines d’A.thaliana sont mises en culture sur du milieu 
MS1/4 pendant 15 jours, marquées avec du Na-Acétate [
14
C] puis transférées sur un 
milieu MS1/4 avec 0 ou 100µM de CdSO4. Les extractions de lipides sont faîtes après 
4 et 8 jours sur cadmium. 
 Les lipides sont ensuite extraits à partir de 100mg de feuilles et repris dans 100µl de 
CHCl3/MeOH 2:1 (v/v), déposés à part égale sur 2 plaques TLC différentes (HPTLC 10cm x 10cm). 
Les lipides polaires et neutres sont séparés selon la méthode précédemment décrite. Après séchage, les 
plaques sont révélées avec 1% primuline/PBS 1X et observées sous UV à 366nm pour visualiser les 
standards non-radioactifs. 
2.2.1.5. Dosage de l’incorporation de la radioactivité dans les lipides 
par «PhosphorImager» 
Les plaques HP-TLC sont exposées en présence d’une plaque étalon avec un écran 
(storage phosphor screen) dans une cassette pendant 4 jours (Molecular dynamics). Les lipides 
radioactifs marqués au C
14
 sont mis en évidence par autoradiographie à l’aide d’un 
PhosphorImager (PhosphorImager SI, Molecular Dynamics). Les données récupérées sont 
quantifiées par le logiciel ImageQuant
®
. 
2.2.2. Microscopie électronique à transmission (MET) des plantules en 
absence d’azote 
Les plantules d’A.thaliana (Col0) sont utilisées pour l’observation en MET. Pour cela, 
l’extrémité de la quatrième feuille de rosette de ces plantules est récoltée et fixée une nuit à 4°C en 
agitation dans du glutaraldéhyde (Glutaraldéhyde 2,5%, tampon phosphate 0,1M pH 7,2). Les 
échantillons sont ensuite lavés 3 fois 10min et 2 fois 5min dans du tampon phosphate 0,1M (pH 
7,2) sous agitation, puis incubés pendant 2 heures avec de l’osmium (OsO4 1%, tampon phosphate 
0,1M) à température ambiante. Les échantillons sont lavés avec du tampon phosphate 0,1M à 4°C 
puis déshydratés avec incubation pendant 30min dans l’éthanol 70%, 30min dans l’éthanol 100% 
puis 2 fois 20min dans de l’acétone. Ces morceaux de feuilles sont ensuite inclus dans une résine 
(Spurr), 1 heure dans 33% résine / 66% acétone, 1 heure dans 66% résine / 33% acétone puis une 
nuit avec la résine à 100%. Les échantillons sont ensuite positionnés dans des moules avec de la 
résine pure et mis à polymériser une nuit à X°C Des coupes ultrafines de 70µm d’épaisseur sont 
préparées au microtome, récoltées sur grilles de cuivre puis observées au MET. Le nombre et le 
diamètre des plastoglobules ainsi que la surface des chloroplastes sont alors mesurés pour chaque 
condition à l’aide du logiciel ImageJ
®
. 
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2.2.3. Méthode d’analyse des protéines et de la chlorophylle 
2.2.3.1. Dosage de la chlorophylle 
 La chlorophylle contenue dans les extraits de plastes est quantifiée selon le protocole suivant : 
5µL d’extrait sont incubés durant 2min dans 1ml d’acétone 80%, puis centrifugés 5min. Le surnageant 
est prélevé et dosé à une longueur d’onde de 652nm. La concentration de la chlorophylle est calculée 
selon la formule suivante : [chlorophylle]mg/ml=DO652 x facteur de dilution/36 
2.2.3.2. Précipitation des protéines à partir de fractions cellulaires 
 Les protéines des différentes fractions issues de la purification des plastoglobules sont 
extraites selon le protocole de Rensink et al., (1998). A partir de 400µl des fractions 1 à 16, 200µl des 
fractions 17 à 20, 100µl des fractions 21 à 23, et 50µl des fractions 24 à 35. Ainsi, pour 200µl, 
l’extraction se fait avec 480µl de méthanol et 160µl de chloroforme, le mélange est vortexé puis 640µl 
d’eau déminéralisée sont ajoutés et le mélange est vortexé à nouveau. Il est centrifugé pendant 1min à 
température ambiante à 13000 rpm. La phase supérieure est enlevée (les protéines se trouvent à 
l’interface) et 480µl de méthanol sont ajoutés, le mélange est vortexé à nouveau puis centrifugé 
pendant 5min. Le surnageant est enlevé et le culot est séché au « speedVac » puis repris dans 10µl de 
la fraction #1 à 20 et 20µl de la fraction #22 à 35 du tampon de charge 1X. Tampon de charge : 
62,5mM de Tris-HCl pH 6,8, 25% (p/v) de glycérol, 2% (p/v) de SDS, 0,01% (p/v) de bleu de 
bromophénol, 715mM de β- mercaptoéthanol). Les protéines sont ensuite séparées par électrophorèse 
sur gel de polyacrylamide (cf. § 2.2.2.4). 
2.2.3.3. Dosage des protéines 
 Afin de connaître la concentration en protéines présente dans les fractions cellulaires, le 
dosage des protéines est réalisé selon la méthode de l’acide bicinchoninique (BCA) en utilisant le 
protocole du fournisseur (SIGMA). 5µl de l’échantillon sont dilués dans 995µl de la solution BCA 
puis incubés pendant 15min à 60°C. Le dosage se fait à une longueur d’onde de 562nm. 
2.2.3.4. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide. 
Les échantillons protéiques sont dénaturés 5min à 90°C et déposés sur des gels SDS-PAGE 
réalisés avec le système Bio-Rad «Mini protean II», composés d’un gel de séparation (12% de 
acrylamide/bis-acrylamide (30%), 375mM de Tris-HCl pH 8,8; 0,1% (p/v) de SDS, 0,05% de 
TEMED, 0,1% d’ammonium persulfate) et d’un gel de concentration (5% d’acrylamide/bisacrylamide 
(30%), 125mM de Tris-HCl pH 6,8, 0,1% de SDS, 0,05% de TEMED, 0,1% d’APS). 
 Afin d’obtenir une bonne migration de la protéine PMA, les protéines sont dénaturées à 60°C 
pendant 30min puis migrées sur un gel SDS-PAGE avec seulement 7% d’acrylamide. 
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 La migration est effectuée à voltage constant : 180V pendant 30 à 45min dans un tampon de 
migration Tris-Glycine 1X (25mM de Tris-Base pH 8,3, 192mM de glycine, 0,1% de SDS). Un 
standard de protéines de masses moléculaires connues est déposé en parallèle afin de déterminer la 
masse moléculaire des bandes observées après migration des échantillons. 
2.2.3.5. Immunoblots  
Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond ECL, Amersham 
Pharmacia Biotech, 0.2µm) selon le système de transfert humide de Biorad, dans un tampon de 
transfert (0,25mM de tris base, 1,92M de glycine, 20% de méthanol, pH 8,3) grâce à un champ 
électrique (30V à 4°C nuit). Après le transfert, la membrane est colorée 3min dans une solution 
d’amido-black (0.1% amido black, 45% éthanol, 10% acide acétique) afin de visualiser les protéines, 
ensuite elle est rincée dans un tampon de décoloration (30% éthanol, 10% acide acétique) puis au PBS. 
La membrane est saturée 1 heure dans un tampon TBS (138mM de NaCl, 27mM de KCl, 
248mM de Tris-HCl pH7,4) contenant 5% (p/v) de lait en poudre puis placée pendant 2 heures dans 
une solution de TBS-lait 0,5% (p/v) contenant l’anticorps primaire polyclonal : antiTOC75 (1/500) et 
anti OEP21 (1/1000), marqueurs de l’enveloppe (Hiltbrunner et al., 2001, Jouhet et al., 2004), antiP16 
(1/3000), marqueur des thylacoïdes (Vallon et al., 1991), antiPGL35 (1/3000), marqueur des 
plastoglobules (Vidi et al., 2006), antiPMA (1/1000), antiV-ATP-ase (1/1000), marqueur de la vacuole 
(Agrisera, Suède) antiSMT1(1/50), marqueur du RE (Agrisera, Suède), antiPMA (1/10000), marqueur 
de la membrane plasmique (Morsomme et al., 1998). Après 3 lavages avec du tampon TBS contenant 
0,05% de Tween 20 pendant 10min, la membrane est placée 1 heure à température ambiante avec 
l’anticorps secondaire anti-lapin (BioRad) couplé à la peroxydase dilué au 1/10000 (3% lait, TBS 1X). 
La membrane est finalement lavée 3 fois 10 minutes dans du tampon TBS contenant 0,05% de Tween 
20. La révélation est réalisée en incubant la membrane une minute dans 2ml du kit de révélation ECL 
(Solution A : Enhanced Luminol Reagent et solution B : Oxydizing Reagent ; v/v) (Amersham et 
Perkin Elmer). Sous l’effet de la peroxydase couplée à l’anticorps secondaire, le luminol est oxydé en 
présence d’H2O2. Le produit ainsi formé émet de la lumière au niveau de la bande protéique d’intérêt. 
L’émission de photons est détectée à l’aide d’un film autoradiographique (Kodak Biomax Scientific 
Imaging Film). Le temps nécessaire à la détection d’un signale dépend de l’anticorps primaire utilisé. 
Avec l’anticorps antiTOC75 et antiSMT1 la durée est de 30min en utilisant un kit ECL (Amersham) et 
des films autoradiographiques sensibles (Amersham hyperfil ECL). 
2.3. Méthodes de biologie moléculaire 
Le knock out double mutant pes1 pes2 d’A.thaliana a été génotypé afin de confirmer son génotype 
avant de réaliser les analyses lipidiques. 
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2.3.1. Extraction de l’ADN génomique (ADNg) des feuilles d’A. thaliana 
L’ADN génomique est extrait selon la méthode d’Edwards et al., (1991). Une feuille est broyée 
dans un tube eppendorf avec un micro-pilon pendant 15 secondes. 400μl de tampon d’extraction (Tris-
HCl 200mM pH7.5, NaCl 250mM, EDTA 25mM et SDS 0.5% (p/v)) sont ajoutés au broyat et le tout 
est vortexé 5 secondes. L’échantillon est centrifugé pendant 1 minute. 300μl de surnageant sont 
récupérés dans un tube stérile où est ajouté 1 volume d’isopropanol, soit 300μl. Ensuite, l’échantillon 
est centrifugé pendant 15 minutes. Le surnageant est éliminé, le culot est lavé avec 1ml d’éthanol à 
70% et centrifugé une dernière fois pendant 3 minutes. L’éthanol est ensuite enlevé et le culot est 
séché à l’air libre. L’ADNg est repris dans 50µl de Tris 10mM (pH8) chauffé à 65°C. 
2.3.2. Amplification de l’ADNg par PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Les réactions sont réalisées dans des microtubes de 200µl, dans un volume final de 20µl contenant 
le mélange suivant : 
- 10µM de chaque oligonucléotide (RP, LP et pRok2) 
- 10µM de chaque dNTP 
- Tampon 5X fourni avec la polymérase 
- 0.05µL d’ADN polymerase Gotaq (Promega) 
- 2µL d’ADNg 
Le cycle PCR utilisé est : 
- Dénaturation 95°C pendant 3min 
- Dénaturation 94°C pendant 45s 
- Hybridation à 50°C pendant 1min 
- Elongation à 72°C pendant 45s 
- Extension à 72°C pendant 10min 
Séquences des amorces utilisés (selon lippold et al., 2012) 
- ELT2 : LP_AGAGGTTGCACCATGAAGTTG  
- ELT2 : RP_TCGCATCTTCATCGAACCTAC 
 
- ELT1 : LP2 RP_CAGGACCGCCGGTACTTGCC 
- ELT1 : RP2 LP_CCGCTACAGCCGTTGCTGCC 
 
- LBpRok2 : TGGACTCTTGTTCCAAACTG 
 
La génération de double mutant pes1 pes2 knock out a été réalisé par Lippold et al., 2012 
35 fois 
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2.3.3. Electrophorèse des acides nucléiques 
Les fragments d’acides nucléiques sont séparés par électrophorèse sur gel d’agarose 1% (p/v), 
dissous dans une solution de TAE 0.5X (20mM Tris ; 10mM Acétate de sodium pH8.3 ; 0.5mM 
EDTA) puis additionné de 5% (v/v) de Bromure d’éthidium (BET) afin de visualiser les acides 
nucléiques sous UV. 
Pour la migration, un tampon de charge 6 X (Orange G 20mg ; Glycérol 100% 6ml ; EDTA 0.5M 
1.2ml ; H2O 2.8ml) est ajouté aux échantillons qui sont déposés dans les puits du gel. Un marqueur de 
taille 1KB (Promega) est déposé dans l’un des puits afin de pouvoir déterminer la taille des fragments. 
La migration se fait à 100V dans du tampon TAE 0.5X. Puis le gel est observé sous UV avec 
l’appareil d’acquisition d’image Image Quant 300 (GE-Healthcare). 
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Annexe I: Revue en rapport avec le protéome des plastoglobules, publiée lors du 
doctorat 
Nacir, H., and Bréhélin, C. (2013). When Proteomics Reveals Unsuspected Roles: The Plastoglobule 
Example. Front. Plant Sci. 4 114
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Annexe II : Listes des combinaisons 
1) Liste des combinaisons des phospholipides 
Q1 m/z Q3 m/z Temps (s) Identifiant DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 
713,5 253,4 3 PG 32:4-16:1 -130 -10 -48 -17 
713,5 249,4 3 PG 32:4-16:3 -130 -10 -48 -17 
715,5 255,4 3 PG 32:3-16:0 -130 -10 -48 -17 
715,5 249,4 3 PG 32:3-16:3 -130 -10 -48 -17 
717,5 227,4 3 PG 32:2-14:0 -130 -10 -48 -17 
717,5 255,4 3 PG 32:2-16:0 -130 -10 -48 -17 
717,5 253,4 3 PG 32:2-16:1 -130 -10 -48 -17 
717,5 251,4 3 PG 32:2-16:2 -130 -10 -48 -17 
717,5 279,5 3 PG 32:2-18:2 -130 -10 -48 -17 
719,5 227,4 3 PG 32:1-14:0 -130 -10 -48 -17 
719,5 255,4 3 PG 32:1-16:0 -130 -10 -48 -17 
719,5 253,4 3 PG 32:1-16:1 -130 -10 -48 -17 
719,5 281,5 3 PG 32:1-18:1 -130 -10 -48 -17 
721,5 227,4 3 PG 32:0-14:0 -130 -10 -48 -17 
721,5 255,4 3 PG 32:0-16:0 -130 -10 -48 -17 
721,5 283,5 3 PG 32:0-18:0 -130 -10 -48 -17 
737,5 249,4 3 PG 34:6-16:3 -130 -10 -48 -17 
737,5 277,5 3 PG 34:6-18:3 -130 -10 -48 -17 
739,5 251,4 3 PG 34:5-16:2 -130 -10 -48 -17 
739,5 249,4 3 PG 34:5-16:3 -130 -10 -48 -17 
739,5 279,5 3 PG 34:5-18:2 -130 -10 -48 -17 
739,5 277,5 3 PG 34:5-18:3 -130 -10 -48 -17 
741,5 253,4 3 PG 34:4-16:1 -130 -10 -48 -17 
741,5 277,5 3 PG 34:4-18:3 -130 -10 -48 -17 
743,5 227,4 3 PG 34:3-14:0 -130 -10 -48 -17 
743,5 255,4 3 PG 34:3-16:0 -130 -10 -48 -17 
743,5 253,4 3 PG 34:3-16:1 -130 -10 -48 -17 
743,5 279,5 3 PG 34:3-18:2 -130 -10 -48 -17 
743,5 277,5 3 PG 34:3-18:3 -130 -10 -48 -17 
743,5 305,5 3 PG 34:3-20:3 -130 -10 -48 -17 
745,5 227,4 3 PG 34:2-14:0 -130 -10 -48 -17 
745,5 255,4 3 PG 34:2-16:0 -130 -10 -48 -17 
745,5 253,4 3 PG 34:2-16:1 -130 -10 -48 -17 
745,5 251,4 3 PG 34:2-16:2 -130 -10 -48 -17 
745,5 283,5 3 PG 34:2-18:0 -130 -10 -48 -17 
745,5 281,5 3 PG 34:2-18:1 -130 -10 -48 -17 
745,5 279,5 3 PG 34:2-18:2 -130 -10 -48 -17 
745,5 307,5 3 PG 34:2-20:2 -130 -10 -48 -17 
747,5 227,4 3 PG 34:1-14:0 -130 -10 -48 -17 
747,5 255,4 3 PG 34:1-16:0 -130 -10 -48 -17 
747,5 253,4 3 PG 34:1-16:1 -130 -10 -48 -17 
747,5 283,5 3 PG 34:1-18:0 -130 -10 -48 -17 
747,5 281,5 3 PG 34:1-18:1 -130 -10 -48 -17 
747,5 309,5 3 PG 34:1-20:1 -130 -10 -48 -17 
749,5 269,3 3 IS PG  -130 -10 -48 -17 
749,5 255,4 3 PG 34:0-16:0 -130 -10 -48 -17 
749,5 283,5 3 PG 34:0-18:0 -130 -10 -48 -17 
765,6 249,4 3 PG 36:6-16:3 -130 -10 -48 -17 
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765,6 277,5 3 PG 36:6-18:3 -130 -10 -48 -17 
765,6 305,5 3 PG 36:6-20:3 -130 -10 -48 -17 
767,6 279,5 3 PG 36:5-18:2 -130 -10 -48 -17 
767,6 277,5 3 PG 36:5-18:3 -130 -10 -48 -17 
769,6 251,4 3 PG 36:4-16:2 -130 -10 -48 -17 
769,6 249,4 3 PG 36:4-16:3 -130 -10 -48 -17 
769,6 281,5 3 PG 36:4-18:1 -130 -10 -48 -17 
769,6 277,5 3 PG 36:4-18:3  -130 -10 -48 -17 
769,6 309,5 3 PG 36:4-20:1 -130 -10 -48 -17 
769,6 307,5 3 PG 36:4-20:2 -130 -10 -48 -17 
771,6 251,4 3 PG 36:3-16:2 -130 -10 -48 -17 
771,6 283,5 3 PG 36:3-18:0  -130 -10 -48 -17 
771,6 277,5 3 PG 36:3-18:3 -130 -10 -48 -17 
771,6 309,5 3 PG 36:3-20:1 -130 -10 -48 -17 
773,6 255,4 3 PG 36:2-16:0 -130 -10 -48 -17 
773,6 253,4 3 PG 36:2-16:1 -130 -10 -48 -17 
773,6 251,4 3 PG 36:2-16:2 -130 -10 -48 -17 
773,6 283,5 3 PG 36:2-18:0 -130 -10 -48 -17 
773,6 281,5 3 PG 36:2-18:1 -130 -10 -48 -17 
773,6 279,5 3 PG 36:2-18:2  -130 -10 -48 -17 
773,6 311,5 3 PG 36:2-20:0 -130 -10 -48 -17 
773,6 309,5 3 PG 36:2-20:1 -130 -10 -48 -17 
773,6 307,5 3 PG 36:2-20:2 -130 -10 -48 -17 
775,6 255,4 3 PG 36:1-16:0 -130 -10 -48 -17 
775,6 253,4 3 PG 36:1-16:1 -130 -10 -48 -17 
775,6 283,5 3 PG 36:1-18:0 -130 -10 -48 -17 
775,6 281,5 3 PG 36:1-18:1 -130 -10 -48 -17 
775,6 311,5 3 PG 36:1-20:0 -130 -10 -48 -17 
775,6 309,5 3 PG 36:1-20:1 -130 -10 -48 -17 
777,6 227,4 3 PG 36:0-14:0 -130 -10 -48 -17 
777,6 255,4 3 PG 36:0-16:0 -130 -10 -48 -17 
777,6 283,5 3 PG 36:0-18:0 -130 -10 -48 -17 
777,6 311,5 3 PG 36:0-20:0 -130 -10 -48 -17 
777,6 339,6 3 PG 36:0-22:0 -130 -10 -48 -17 
793,6 249,4 3 PG 38:6-16:3 -130 -10 -48 -17 
793,6 277,5 3 PG 38:6-18:3 -130 -10 -48 -17 
793,6 305,5 3 PG 38:6-20:3 -130 -10 -48 -17 
793,6 333,6 3 PG 38:6-22:3 -130 -10 -48 -17 
795,6 251,4 3 PG 38:5-16:2 -130 -10 -48 -17 
795,6 249,4 3 PG 38:5-16:3 -130 -10 -48 -17 
795,6 279,5 3 PG 38:5-18:2 -130 -10 -48 -17 
795,6 277,5 3 PG 38:5-18:3 -130 -10 -48 -17 
795,6 307,5 3 PG 38:5-20:2 -130 -10 -48 -17 
795,6 305,5 3 PG 38:5-20:3 -130 -10 -48 -17 
795,6 335,6 3 PG 38:5-22:2 -130 -10 -48 -17 
795,6 333,6 3 PG 38:5-22:3 -130 -10 -48 -17 
797,6 253,4 3 PG 38:4-16:1 -130 -10 -48 -17 
797,6 251,4 3 PG 38:4-16:2 -130 -10 -48 -17 
797,6 249,4 3 PG 38:4-16:3 -130 -10 -48 -17 
797,6 281,5 3 PG 38:4-18:1 -130 -10 -48 -17 
797,6 279,5 3 PG 38:4-18:2 -130 -10 -48 -17 
797,6 277,5 3 PG 38:4-18:3 -130 -10 -48 -17 
797,6 309,5 3 PG 38:4-20:1 -130 -10 -48 -17 
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797,6 307,5 3 PG 38:4-20:2 -130 -10 -48 -17 
797,6 305,5 3 PG 38:4-20:3 -130 -10 -48 -17 
797,6 337,6 3 PG 38:4-22:1 -130 -10 -48 -17 
797,6 335,6 3 PG 38:4-22:2 -130 -10 -48 -17 
797,6 333,6 3 PG 38:4-22:3 -130 -10 -48 -17 
799,6 255,4 3 PG 38:3-16:0  -130 -10 -48 -17 
799,6 253,4 3 PG 38:3-16:1 -130 -10 -48 -17 
799,6 251,4 3 PG 38:3-16:2 -130 -10 -48 -17 
799,6 281,5 3 PG 38:3-18:1  -130 -10 -48 -17 
799,6 279,5 3 PG 38:3-18:2 -130 -10 -48 -17 
799,6 277,5 3 PG 38:3-18:3  -130 -10 -48 -17 
799,6 311,5 3 PG 38:3-20:0 -130 -10 -48 -17 
799,6 309,5 3 PG 38:3-20:1 -130 -10 -48 -17 
799,6 307,5 3 PG 38:3-20:2  -130 -10 -48 -17 
799,6 335,6 3 PG 38:3-22:2 -130 -10 -48 -17 
799,6 333,6 3 PG 38:3-22:3 -130 -10 -48 -17 
801,6 255,4 3 PG 38:2-16:0 -130 -10 -48 -17 
801,6 253,4 3 PG 38:2-16:1 -130 -10 -48 -17 
801,6 281,5 3 PG 38:2-18:1  -130 -10 -48 -17 
801,6 279,5 3 PG 38:2-18:2 -130 -10 -48 -17 
801,6 311,5 3 PG 38:2-20:0 -130 -10 -48 -17 
801,6 309,5 3 PG 38:2-20:1 -130 -10 -48 -17 
801,6 337,6 3 PG 38:2-22:1 -130 -10 -48 -17 
801,6 335,6 3 PG 38:2-22:2 -130 -10 -48 -17 
803,6 255,4 3 PG 38:1-16:0 -130 -10 -48 -17 
803,6 253,4 3 PG 38:1-16:1 -130 -10 -48 -17 
803,6 283,5 3 PG 38:1-18:0 -130 -10 -48 -17 
803,6 281,5 3 PG 38:1-18:1 -130 -10 -48 -17 
803,6 311,5 3 PG 38:1-20:0 -130 -10 -48 -17 
803,6 309,5 3 PG 38:1-20:1 -130 -10 -48 -17 
803,6 339,6 3 PG 38:1-22:0 -130 -10 -48 -17 
803,6 337,6 3 PG 38:1-22:1 -130 -10 -48 -17 
805,6 255,4 3 PG 38:0-16:0 -130 -10 -48 -17 
805,6 283,5 3 PG 38:0-18:0 -130 -10 -48 -17 
805,6 311,5 3 PG 38:0-20:0 -130 -10 -48 -17 
805,6 339,6 3 PG 38:0-22:0 -130 -10 -48 -17 
821,6 277,5 3 PG 40:6-18:3 -130 -10 -48 -17 
821,6 333,6 3 PG 40:6-22:3 -130 -10 -48 -17 
823,6 279,5 3 PG 40:5-18:2 -130 -10 -48 -17 
823,6 277,5 3 PG 40:5-18:3 -130 -10 -48 -17 
823,6 335,6 3 PG 40:5-22:2 -130 -10 -48 -17 
823,6 333,6 3 PG 40:5-22:3 -130 -10 -48 -17 
825,6 281,5 3 PG 40:4-18:1 -130 -10 -48 -17 
825,6 279,5 3 PG 40:4-18:2 -130 -10 -48 -17 
825,6 277,5 3 PG 40:4-18:3 -130 -10 -48 -17 
825,6 309,5 3 PG 40:4-20:1 -130 -10 -48 -17 
825,6 307,5 3 PG 40:4-20:2 -130 -10 -48 -17 
825,6 305,5 3 PG 40:4-20:3 -130 -10 -48 -17 
825,6 337,6 3 PG 40:4-22:1 -130 -10 -48 -17 
825,6 335,6 3 PG 40:4-22:2 -130 -10 -48 -17 
825,6 333,6 3 PG 40:4-22:3 -130 -10 -48 -17 
827,6 281,5 3 PG 40:3-18:1 -130 -10 -48 -17 
827,6 279,5 3 PG 40:3-18:2 -130 -10 -48 -17 
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827,6 277,5 3 PG 40:3-18:3 -130 -10 -48 -17 
827,6 311,5 3 PG 40:3-20:0 -130 -10 -48 -17 
827,6 305,5 3 PG 40:3-20:3 -130 -10 -48 -17 
827,6 339,6 3 PG 40:3-22:0 -130 -10 -48 -17 
827,6 337,6 3 PG 40:3-22:1 -130 -10 -48 -17 
827,6 335,6 3 PG 40:3-22:2 -130 -10 -48 -17 
829,6 281,5 3 PG 40:2-18:1 -130 -10 -48 -17 
829,6 279,5 3 PG 40:2-18:2 -130 -10 -48 -17 
829,6 339,6 3 PG 40:2-22:0 -130 -10 -48 -17 
829,6 337,6 3 PG 40:2-22:1 -130 -10 -48 -17 
        
Q1 m/z Q3 m/z Temps (s) Identifiant DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 
676,5 184,1 3 PC 28:1 40 10 47 9 
694,5 184,1 3 PC 30:6 40 10 47 9 
696,5 184,1 3 PC 30:5 40 10 47 9 
698,5 184,1 3 PC 30:4 40 10 47 9 
700,5 184,1 3 PC 30:3 40 10 47 9 
702,5 184,1 3 PC 30:2 40 10 47 9 
704,5 184,1 3 PC 30:1 40 10 47 9 
706,5 184,1 3 PC 30:0 40 10 47 9 
722,5 184,1 3 PC 32:6 40 10 47 9 
724,5 184,1 3 PC 32:5 40 10 47 9 
726,5 184,1 3 PC 32:4 40 10 47 9 
728,5 184,1 3 PC 32:3 40 10 47 9 
730,5 184,1 3 PC 32:2 40 10 47 9 
732,6 184,1 3 PC 32:1 40 10 47 9 
734,6 184,1 3 PC 32:0 40 10 47 9 
750,6 184,1 3 PC 34:6 40 10 47 9 
752,6 184,1 3 PC 34:5 40 10 47 9 
754,6 184,1 3 PC 34:4 40 10 47 9 
756,6 184,1 3 PC 34:3 40 10 47 9 
758,6 184,1 3 PC 34:2 40 10 47 9 
760,6 184,1 3 PC 34:1 40 10 47 9 
762,6 184,1 3 IS PC  40 10 47 9 
778,6 184,1 3 PC 36:6 40 10 47 9 
780,6 184,1 3 PC 36:5 40 10 47 9 
782,6 184,1 3 PC 36:4 40 10 47 9 
784,6 184,1 3 PC 36:3 40 10 47 9 
786,6 184,1 3 PC 36:2 40 10 47 9 
788,6 184,1 3 PC 36:1 40 10 47 9 
790,6 184,1 3 PC 36:0 40 10 47 9 
806,7 184,1 3 PC 38:6 40 10 47 9 
808,7 184,1 3 PC 38:5 40 10 47 9 
810,7 184,1 3 PC 38:4 40 10 47 9 
812,7 184,1 3 PC 38:3 40 10 47 9 
814,7 184,1 3 PC 38:2 40 10 47 9 
816,7 184,1 3 PC 38:1 40 10 47 9 
818,6 184,1 3 PC 38:0 40 10 47 9 
 
 
 
160 
2) Liste des combinaisons des TAG et DAG 
 Méthode DAG 
Q1 m/z Q3 m/z Temps (s) Identifiant DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 
526,446 283,046 3.0 DAG28:2_14:1 86 10 34 12 
528,462 283,062 3.0 DAG28:1_14:0 86 10 34 12 
528,462 285,062 3.0 DAG28:1_14:1 86 10 34 12 
530,478 285,078 3.0 DAG28:0_14:0 86 10 34 12 
552,462 307,061 3.0 DAG30:3_14:0 86 10 34 12 
552,462 309,061 3.0 DAG30:3_14:1 86 10 34 12 
552,462 311,061 3.0 DAG30:3_14:2 86 10 34 12 
552,462 313,061 3.0 DAG30:3_14:3 86 10 34 12 
552,462 279,008 3.0 DAG30:3_16:0 86 10 34 12 
552,462 281,008 3.0 DAG30:3_16:1 86 10 34 12 
552,462 283,008 3.0 DAG30:3_16:2 86 10 34 12 
552,462 285,008 3.0 DAG30:3_16:3 86 10 34 12 
554,477 311,077 3.0 DAG30:2_14:1 86 10 34 12 
554,477 313,077 3.0 DAG30:2_14:2 86 10 34 12 
554,477 281,024 3.0 DAG30:2_16:0 86 10 34 12 
554,477 283,024 3.0 DAG30:2_16:1 86 10 34 12 
556,493 311,093 3.0 DAG30:1_14:0 86 10 34 12 
556,493 285,040 3.0 DAG30:1_16:1 86 10 34 12 
558,509 313,109 3.0 DAG30:0_14:0 86 10 34 12 
558,509 285,056 3.0 DAG30:0_16:0 86 10 34 12 
574,447 306,993 3.0 DAG32:6_16:3 86 10 34 12 
576,462 335,062 3.0 DAG32:5_14:2 86 10 34 12 
576,462 307,009 3.0 DAG32:5_16:2 86 10 34 12 
576,462 309,415 3.0 DAG32:5_16:3 86 10 34 12 
576,462 280,956 3.0 DAG32:5_18:3 86 10 34 12 
578,478 335,078 3.0 DAG32:4_14:1 86 10 34 12 
578,478 337,078 3.0 DAG32:4_14:2 86 10 34 12 
578,478 339,078 3.0 DAG32:4_14:3 86 10 34 12 
578,478 307,025 3.0 DAG32:4_16:1 86 10 34 12 
578,478 309,025 3.0 DAG32:4_16:2 86 10 34 12 
578,478 311,025 3.0 DAG32:4_16:3 86 10 34 12 
578,478 278,972 3.0 DAG32:4_18:1 86 10 34 12 
578,478 280,972 3.0 DAG32:4_18:2 86 10 34 12 
578,478 282,972 3.0 DAG32:4_18:3 86 10 34 12 
580,494 335,093 3.0 DAG32:3_14:0 86 10 34 12 
580,494 341,093 3.0 DAG32:3_14:3 86 10 34 12 
580,494 307,040 3.0 DAG32:3_16:0 86 10 34 12 
580,494 309,040 3.0 DAG32:3_16:1 86 10 34 12 
580,494 311,040 3.0 DAG32:3_16:2 86 10 34 12 
580,494 313,040 3.0 DAG32:3_16:3 86 10 34 12 
580,494 278,987 3.0 DAG32:3_18:0 86 10 34 12 
580,494 284,987 3.0 DAG32:3_18:3 86 10 34 12 
582,509 341,109 3.0 DAG32:2_14:2 86 10 34 12 
582,509 309,056 3.0 DAG32:2_16:0 86 10 34 12 
582,509 313,056 3.0 DAG32:2_16:2 86 10 34 12 
582,509 281,003 3.0 DAG32:2_18:0 86 10 34 12 
584,525 339,125 3.0 DAG32:1_14:0 86 10 34 12 
584,525 341,125 3.0 DAG32:1_14:1 86 10 34 12 
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584,525 311,072 3.0 DAG32:1_16:0 86 10 34 12 
584,525 313,072 3.0 DAG32:1_16:1 86 10 34 12 
584,525 283,019 3.0 DAG32:1_18:0 86 10 34 12 
584,525 285,019 3.0 DAG32:1_18:1 86 10 34 12 
586,541 341,140 3.0 DAG32:0_14:0 86 10 34 12 
586,541 313,087 3.0 DAG32:0_16:0 86 10 34 12 
586,541 285,034 3.0 DAG32:0_18:0 86 10 34 12 
608,525 339,072 3.0 DAG34:3_16:2 86 10 34 12 
608,525 341,072 3.0 DAG34:3_16:3 86 10 34 12 
608,525 309,019 3.0 DAG34:3_18:1 86 10 34 12 
608,525 313,019 3.0 DAG34:3_18:3 86 10 34 12 
610,541 369,140 3.0 DAG34:2_14:2 86 10 34 12 
610,541 337,087 3.0 DAG34:2_16:0 86 10 34 12 
610,541 339,087 3.0 DAG34:2_16:1 86 10 34 12 
610,541 341,087 3.0 DAG34:2_16:2 86 10 34 12 
610,541 309,034 3.0 DAG34:2_18:0 86 10 34 12 
610,541 311,034 3.0 DAG34:2_18:1 86 10 34 12 
610,541 313,034 3.0 DAG34:2_18:2 86 10 34 12 
610,541 280,981 3.0 DAG34:2_20:0 86 10 34 12 
614,572 341,119 3.0 DAG34:0_16:0 86 10 34 12 
614,572 327,092 3.0 IS_DAG 86 10 34 12 
614,572 313,066 3.0 DAG34:0_18:0 86 10 34 12 
630,509 335,003 3.0 DAG36:6_18:3 86 10 34 12 
634,541 391,140 3.0 DAG36:4_14:1 86 10 34 12 
634,541 363,087 3.0 DAG36:4_16:1 86 10 34 12 
634,541 367,087 3.0 DAG36:4_16:3 86 10 34 12 
634,541 306,981 3.0 DAG36:4_20:1 86 10 34 12 
634,541 310,981 3.0 DAG36:4_20:3 86 10 34 12 
634,541 282,928 3.0 DAG36:4_22:3 86 10 34 12 
636,556 363,103 3.0 DAG36:3_16:0 86 10 34 12 
636,556 365,103 3.0 DAG36:3_16:1 86 10 34 12 
636,556 367,103 3.0 DAG36:3_16:2 86 10 34 12 
636,556 369,103 3.0 DAG36:3_16:3 86 10 34 12 
636,556 337,050 3.0 DAG36:3_18:1 86 10 34 12 
636,556 339,050 3.0 DAG36:3_18:2 86 10 34 12 
636,556 306,997 3.0 DAG36:3_20:0 86 10 34 12 
636,556 308,997 3.0 DAG36:3_20:1 86 10 34 12 
636,556 310,997 3.0 DAG36:3_20:2 86 10 34 12 
636,556 312,997 3.0 DAG36:3_20:3 86 10 34 12 
638,572 367,119 3.0 DAG36:2_16:1 86 10 34 12 
638,572 369,119 3.0 DAG36:2_16:2 86 10 34 12 
638,572 309,013 3.0 DAG36:2_20:0 86 10 34 12 
638,572 311,013 3.0 DAG36:2_20:1 86 10 34 12 
640,587 395,187 3.0 DAG36:1_14:0 86 10 34 12 
640,587 367,134 3.0 DAG36:1_16:0 86 10 34 12 
640,587 369,134 3.0 DAG36:1_16:1 86 10 34 12 
640,587 311,028 3.0 DAG36:1_20:0 86 10 34 12 
640,587 313,028 3.0 DAG36:1_20:1 86 10 34 12 
640,587 284,975 3.0 DAG36:1_22:1 86 10 34 12 
642,603 369,150 3.0 DAG36:0_16:0 86 10 34 12 
642,603 313,044 3.0 DAG36:0_20:0 86 10 34 12 
662,572 391,119 3.0 DAG38:4_16:1 86 10 34 12 
662,572 395,119 3.0 DAG38:4_16:3 86 10 34 12 
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662,572 367,066 3.0 DAG38:4_18:3 86 10 34 12 
662,572 335,013 3.0 DAG38:4_20:1 86 10 34 12 
662,572 306,960 3.0 DAG38:4_22:1 86 10 34 12 
662,572 310,960 3.0 DAG38:4_22:3 86 10 34 12 
664,587 397,134 3.0 DAG38:3_16:3 86 10 34 12 
664,587 363,081 3.0 DAG38:3_18:0 86 10 34 12 
664,587 341,028 3.0 DAG38:3_20:3 86 10 34 12 
664,587 306,975 3.0 DAG38:3_22:0 86 10 34 12 
666,603 393,150 3.0 DAG38:2_16:0 86 10 34 12 
666,603 365,097 3.0 DAG38:2_18:0 86 10 34 12 
666,603 367,097 3.0 DAG38:2_18:1 86 10 34 12 
666,603 339,044 3.0 DAG38:2_20:1 86 10 34 12 
666,603 341,044 3.0 DAG38:2_20:2 86 10 34 12 
666,603 312,991 3.0 DAG38:2_22:2 86 10 34 12 
668,619 397,166 3.0 DAG38:1_16:1 86 10 34 12 
668,619 367,113 3.0 DAG38:1_18:0 86 10 34 12 
668,619 341,060 3.0 DAG38:1_20:1 86 10 34 12 
668,619 311,007 3.0 DAG38:1_22:0 86 10 34 12 
686,572 391,066 3.0 DAG40:6_18:3 86 10 34 12 
686,572 334,960 3.0 DAG40:6_22:3 86 10 34 12 
688,587 393,081 3.0 DAG40:5_18:3 86 10 34 12 
688,587 334,975 3.0 DAG40:5_22:2 86 10 34 12 
690,603 395,097 3.0 DAG40:4_18:3 86 10 34 12 
690,603 334,991 3.0 DAG40:4_22:1 86 10 34 12 
692,619 395,113 3.0 DAG40:3_18:2 86 10 34 12 
692,619 397,113 3.0 DAG40:3_18:3 86 10 34 12 
692,619 335,007 3.0 DAG40:3_22:0 86 10 34 12 
692,619 337,007 3.0 DAG40:3_22:1 86 10 34 12 
694,634 393,128 3.0 DAG40:2_18:0 86 10 34 12 
694,634 395,128 3.0 DAG40:2_18:1 86 10 34 12 
694,634 397,128 3.0 DAG40:2_18:2 86 10 34 12 
694,634 337,022 3.0 DAG40:2_22:0 86 10 34 12 
694,634 339,022 3.0 DAG40:2_22:1 86 10 34 12 
694,634 341,022 3.0 DAG40:2_22:2 86 10 34 12 
696,650 397,144 3.0 DAG40:1_18:1 86 10 34 12 
696,650 339,038 3.0 DAG40:1_22:0 86 10 34 12 
716,619 391,060 3.0 DAG42:5_20:2 86 10 34 12 
716,619 393,060 3.0 DAG42:5_20:3 86 10 34 12 
716,619 363,007 3.0 DAG42:5_22:2 86 10 34 12 
716,619 365,007 3.0 DAG42:5_22:3 86 10 34 12 
718,634 395,075 3.0 DAG42:4_20:3 86 10 34 12 
718,634 363,022 3.0 DAG42:4_22:1 86 10 34 12 
720,650 391,091 3.0 DAG42:3_20:0 86 10 34 12 
720,650 369,038 3.0 DAG42:3_22:3 86 10 34 12 
722,666 395,107 3.0 DAG42:2_20:1 86 10 34 12 
722,666 367,054 3.0 DAG42:2_22:1 86 10 34 12 
866,82 579,34 3,0 IS_TAG 40 10 34 11 
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 Méthode TAG 
Q1 m/z Q3 m/z Temps (s) Identifiant DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 
614,57 327,09 3.0 IS_DAG 86 10 34 12 
736,64 491,24 3,0 TAG42:2_14:0 40 10 34 11 
736,64 493,24 3,0 TAG42:2_14:1 40 10 34 11 
738,66 493,26 3,0 TAG42:1_14:0 40 10 34 11 
738,66 495,26 3,0 TAG42:1_14:1 40 10 34 11 
740,68 495,28 3,0 TAG42:0_14:0 40 10 34 11 
762,66 517,26 3,0 TAG44:3_14:0 40 10 34 11 
762,66 523,26 3,0 TAG44:3_14:3 40 10 34 11 
762,66 489,21 3,0 TAG44:3_16:0 40 10 34 11 
764,68 519,28 3,0 TAG44:2_14:0 40 10 34 11 
764,68 521,28 3,0 TAG44:2_14:1 40 10 34 11 
764,68 523,28 3,0 TAG44:2_14:2 40 10 34 11 
764,68 491,22 3,0 TAG44:2_16:0 40 10 34 11 
764,68 493,22 3,0 TAG44:2_16:1 40 10 34 11 
766,69 521,29 3,0 TAG44:1_14:0 40 10 34 11 
766,69 523,29 3,0 TAG44:1_14:1 40 10 34 11 
766,69 493,24 3,0 TAG44:1_16:0 40 10 34 11 
766,69 495,24 3,0 TAG44:1_16:1 40 10 34 11 
768,71 523,31 3,0 TAG44:0_14:0 40 10 34 11 
768,71 495,25 3,0 TAG44:0_16:0 40 10 34 11 
790,69 547,29 3,0 TAG46:3_14:1 40 10 34 11 
790,69 517,24 3,0 TAG46:3_16:0 40 10 34 11 
790,69 519,24 3,0 TAG46:3_16:1 40 10 34 11 
790,69 523,24 3,0 TAG46:3_16:3 40 10 34 11 
790,69 491,19 3,0 TAG46:3_18:1 40 10 34 11 
792,71 547,31 3,0 TAG46:2_14:0 40 10 34 11 
792,71 549,31 3,0 TAG46:2_14:1 40 10 34 11 
792,71 519,25 3,0 TAG46:2_16:0 40 10 34 11 
792,71 521,25 3,0 TAG46:2_16:1 40 10 34 11 
792,71 523,25 3,0 TAG46:2_16:2 40 10 34 11 
792,71 495,20 3,0 TAG46:2_18:2 40 10 34 11 
794,70 549,30 3,0 TAG46:1_14:0 40 10 34 11 
794,70 551,30 3,0 TAG46:1_14:1 40 10 34 11 
794,70 521,25 3,0 TAG46:1_16:0 40 10 34 11 
794,70 523,25 3,0 TAG46:1_16:1 40 10 34 11 
794,70 493,19 3,0 TAG46:1_18:0 40 10 34 11 
794,70 495,19 3,0 TAG46:1_18:1 40 10 34 11 
796,74 551,34 3,0 TAG46:0_14:0 40 10 34 11 
796,74 523,29 3,0 TAG46:0_16:0 40 10 34 11 
796,74 495,23 3,0 TAG46:0_18:0 40 10 34 11 
812,68 567,28 3,0 TAG48:6_14:0 40 10 34 11 
812,68 569,28 3,0 TAG48:6_14:1 40 10 34 11 
812,68 573,28 3,0 TAG48:6_14:3 40 10 34 11 
812,68 539,22 3,0 TAG48:6_16:0 40 10 34 11 
812,68 545,22 3,0 TAG48:6_16:3 40 10 34 11 
812,68 515,17 3,0 TAG48:6_18:2 40 10 34 11 
812,68 517,17 3,0 TAG48:6_18:3 40 10 34 11 
814,69 569,29 3,0 TAG48:5_14:0 40 10 34 11 
814,69 573,29 3,0 TAG48:5_14:2 40 10 34 11 
814,69 541,24 3,0 TAG48:5_16:0 40 10 34 11 
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814,69 547,24 3,0 TAG48:5_16:3 40 10 34 11 
814,69 515,19 3,0 TAG48:5_18:1 40 10 34 11 
814,69 517,19 3,0 TAG48:5_18:2 40 10 34 11 
814,69 519,19 3,0 TAG48:5_18:3 40 10 34 11 
816,71 571,31 3,0 TAG48:4_14:0 40 10 34 11 
816,71 575,31 3,0 TAG48:4_14:2 40 10 34 11 
816,71 543,25 3,0 TAG48:4_16:0 40 10 34 11 
816,71 545,25 3,0 TAG48:4_16:1 40 10 34 11 
816,71 547,25 3,0 TAG48:4_16:2 40 10 34 11 
816,71 517,20 3,0 TAG48:4_18:1 40 10 34 11 
816,71 519,20 3,0 TAG48:4_18:2 40 10 34 11 
816,71 521,20 3,0 TAG48:4_18:3 40 10 34 11 
818,72 573,32 3,0 TAG48:3_14:0 40 10 34 11 
818,72 575,32 3,0 TAG48:3_14:1 40 10 34 11 
818,72 545,27 3,0 TAG48:3_16:0 40 10 34 11 
818,72 547,27 3,0 TAG48:3_16:1 40 10 34 11 
818,72 549,27 3,0 TAG48:3_16:2 40 10 34 11 
818,72 517,22 3,0 TAG48:3_18:0 40 10 34 11 
818,72 519,22 3,0 TAG48:3_18:1 40 10 34 11 
818,72 521,22 3,0 TAG48:3_18:2 40 10 34 11 
818,72 523,22 3,0 TAG48:3_18:3 40 10 34 11 
820,74 575,34 3,0 TAG48:2_14:0 40 10 34 11 
820,74 577,34 3,0 TAG48:2_14:1 40 10 34 11 
820,74 579,34 3,0 TAG48:2_14:2 40 10 34 11 
820,74 547,29 3,0 TAG48:2_16:0 40 10 34 11 
820,74 549,29 3,0 TAG48:2_16:1 40 10 34 11 
820,74 551,29 3,0 TAG48:2_16:2 40 10 34 11 
820,74 519,23 3,0 TAG48:2_18:0 40 10 34 11 
820,74 521,23 3,0 TAG48:2_18:1 40 10 34 11 
820,74 523,23 3,0 TAG48:2_18:2 40 10 34 11 
822,75 577,35 3,0 TAG48:1_14:0 40 10 34 11 
822,75 579,35 3,0 TAG48:1_14:1 40 10 34 11 
822,75 549,30 3,0 TAG48:1_16:0 40 10 34 11 
822,75 551,30 3,0 TAG48:1_16:1 40 10 34 11 
822,75 521,25 3,0 TAG48:1_18:0 40 10 34 11 
822,75 523,25 3,0 TAG48:1_18:1 40 10 34 11 
824,77 579,37 3,0 TAG48:0_14:0 40 10 34 11 
824,77 551,32 3,0 TAG48:0_16:0 40 10 34 11 
824,77 523,26 3,0 TAG48:0_18:0 40 10 34 11 
840,71 595,31 3,0 TAG50:6_14:0 40 10 34 11 
840,71 597,31 3,0 TAG50:6_14:1 40 10 34 11 
840,71 599,31 3,0 TAG50:6_14:2 40 10 34 11 
840,71 567,25 3,0 TAG50:6_16:0 40 10 34 11 
840,71 573,25 3,0 TAG50:6_16:3 40 10 34 11 
840,71 539,20 3,0 TAG50:6_18:0 40 10 34 11 
840,71 541,20 3,0 TAG50:6_18:1 40 10 34 11 
840,71 543,20 3,0 TAG50:6_18:2 40 10 34 11 
840,71 545,20 3,0 TAG50:6_18:3 40 10 34 11 
840,71 511,15 3,0 TAG50:6_20:0 40 10 34 11 
840,71 513,15 3,0 TAG50:6_20:1 40 10 34 11 
840,71 517,15 3,0 TAG50:6_20:3 40 10 34 11 
840,71 483,09 3,0 TAG50:6_22:0 40 10 34 11 
840,71 485,09 3,0 TAG50:6_22:1 40 10 34 11 
 
 
165 
840,71 489,09 3,0 TAG50:6_22:3 40 10 34 11 
842,72 597,32 3,0 TAG50:5_14:0 40 10 34 11 
842,72 599,32 3,0 TAG50:5_14:1 40 10 34 11 
842,72 569,27 3,0 TAG50:5_16:0 40 10 34 11 
842,72 571,27 3,0 TAG50:5_16:1 40 10 34 11 
842,72 573,27 3,0 TAG50:5_16:2 40 10 34 11 
842,72 575,27 3,0 TAG50:5_16:3 40 10 34 11 
842,72 541,21 3,0 TAG50:5_18:0 40 10 34 11 
842,72 543,21 3,0 TAG50:5_18:1 40 10 34 11 
842,72 545,21 3,0 TAG50:5_18:2 40 10 34 11 
842,72 547,21 3,0 TAG50:5_18:3 40 10 34 11 
842,72 513,16 3,0 TAG50:5_20:0 40 10 34 11 
842,72 515,16 3,0 TAG50:5_20:1 40 10 34 11 
842,72 517,16 3,0 TAG50:5_20:2 40 10 34 11 
842,72 519,16 3,0 TAG50:5_20:3 40 10 34 11 
842,72 489,11 3,0 TAG50:5_22:2 40 10 34 11 
842,72 491,11 3,0 TAG50:5_22:3 40 10 34 11 
844,74 599,34 3,0 TAG50:4_14:0 40 10 34 11 
844,74 601,34 3,0 TAG50:4_14:1 40 10 34 11 
844,74 605,34 3,0 TAG50:4_14:3 40 10 34 11 
844,74 571,28 3,0 TAG50:4_16:0 40 10 34 11 
844,74 573,28 3,0 TAG50:4_16:1 40 10 34 11 
844,74 575,28 3,0 TAG50:4_16:2 40 10 34 11 
844,74 545,23 3,0 TAG50:4_18:1 40 10 34 11 
844,74 547,23 3,0 TAG50:4_18:2 40 10 34 11 
844,74 549,23 3,0 TAG50:4_18:3 40 10 34 11 
846,75 601,35 3,0 TAG50:3_14:0 40 10 34 11 
846,75 603,35 3,0 TAG50:3_14:1 40 10 34 11 
846,75 573,30 3,0 TAG50:3_16:0 40 10 34 11 
846,75 575,30 3,0 TAG50:3_16:1 40 10 34 11 
846,75 577,30 3,0 TAG50:3_16:2 40 10 34 11 
846,75 579,30 3,0 TAG50:3_16:3 40 10 34 11 
846,75 545,25 3,0 TAG50:3_18:0 40 10 34 11 
846,75 547,25 3,0 TAG50:3_18:1 40 10 34 11 
846,75 549,25 3,0 TAG50:3_18:2 40 10 34 11 
846,75 551,25 3,0 TAG50:3_18:3 40 10 34 11 
846,75 517,19 3,0 TAG50:3_20:0 40 10 34 11 
846,75 521,19 3,0 TAG50:3_20:2 40 10 34 11 
848,77 603,37 3,0 TAG50:2_14:0 40 10 34 11 
848,77 605,37 3,0 TAG50:2_14:1 40 10 34 11 
848,77 575,32 3,0 TAG50:2_16:0 40 10 34 11 
848,77 577,32 3,0 TAG50:2_16:1 40 10 34 11 
848,77 579,32 3,0 TAG50:2_16:2 40 10 34 11 
848,77 547,26 3,0 TAG50:2_18:0 40 10 34 11 
848,77 549,26 3,0 TAG50:2_18:1 40 10 34 11 
848,77 551,26 3,0 TAG50:2_18:2 40 10 34 11 
848,77 521,21 3,0 TAG50:2_20:1 40 10 34 11 
850,78 605,38 3,0 TAG50:1_14:0 40 10 34 11 
850,78 607,38 3,0 TAG50:1_14:1 40 10 34 11 
850,78 577,33 3,0 TAG50:1_16:0 40 10 34 11 
850,78 579,33 3,0 TAG50:1_16:1 40 10 34 11 
850,78 549,28 3,0 TAG50:1_18:0 40 10 34 11 
850,78 551,28 3,0 TAG50:1_18:1 40 10 34 11 
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850,78 521,23 3,0 TAG50:1_20:0 40 10 34 11 
852,80 607,40 3,0 TAG50:0_14:0 40 10 34 11 
852,80 579,35 3,0 TAG50:0_16:0 40 10 34 11 
852,80 551,29 3,0 TAG50:0_18:0 40 10 34 11 
852,80 523,24 3,0 TAG50:0_20:0 40 10 34 11 
852,80 495,19 3,0 TAG50:0_22:0 40 10 34 11 
866,82 579,34 3,0 IS_TAG 40 10 34 11 
868,74 623,34 3,0 TAG52:6_14:0 40 10 34 11 
868,74 627,34 3,0 TAG52:6_14:2 40 10 34 11 
868,74 595,29 3,0 TAG52:6_16:0 40 10 34 11 
868,74 597,29 3,0 TAG52:6_16:1 40 10 34 11 
868,74 599,29 3,0 TAG52:6_16:2 40 10 34 11 
868,74 569,23 3,0 TAG52:6_18:1 40 10 34 11 
868,74 571,23 3,0 TAG52:6_18:2 40 10 34 11 
868,74 573,23 3,0 TAG52:6_18:3 40 10 34 11 
868,74 539,18 3,0 TAG52:6_20:0 40 10 34 11 
868,74 543,18 3,0 TAG52:6_20:2 40 10 34 11 
868,74 545,18 3,0 TAG52:6_20:3 40 10 34 11 
868,74 515,13 3,0 TAG52:6_22:2 40 10 34 11 
868,74 517,13 3,0 TAG52:6_22:3 40 10 34 11 
870,75 627,35 3,0 TAG52:5_14:1 40 10 34 11 
870,75 629,35 3,0 TAG52:5_14:2 40 10 34 11 
870,75 597,30 3,0 TAG52:5_16:0 40 10 34 11 
870,75 599,30 3,0 TAG52:5_16:1 40 10 34 11 
870,75 603,30 3,0 TAG52:5_16:3 40 10 34 11 
870,75 569,25 3,0 TAG52:5_18:0 40 10 34 11 
870,75 571,25 3,0 TAG52:5_18:1 40 10 34 11 
870,75 573,25 3,0 TAG52:5_18:2 40 10 34 11 
870,75 575,25 3,0 TAG52:5_18:3 40 10 34 11 
870,75 545,20 3,0 TAG52:5_20:2 40 10 34 11 
870,75 547,20 3,0 TAG52:5_20:3 40 10 34 11 
870,75 517,14 3,0 TAG52:5_22:2 40 10 34 11 
872,77 627,37 3,0 TAG52:4_14:0 40 10 34 11 
872,77 631,37 3,0 TAG52:4_14:2 40 10 34 11 
872,77 599,32 3,0 TAG52:4_16:0 40 10 34 11 
872,77 601,32 3,0 TAG52:4_16:1 40 10 34 11 
872,77 603,32 3,0 TAG52:4_16:2 40 10 34 11 
872,77 571,26 3,0 TAG52:4_18:0 40 10 34 11 
872,77 573,26 3,0 TAG52:4_18:1 40 10 34 11 
872,77 575,26 3,0 TAG52:4_18:2 40 10 34 11 
872,77 577,26 3,0 TAG52:4_18:3 40 10 34 11 
872,77 543,21 3,0 TAG52:4_20:0 40 10 34 11 
872,77 547,21 3,0 TAG52:4_20:2 40 10 34 11 
872,77 549,21 3,0 TAG52:4_20:3 40 10 34 11 
872,77 521,16 3,0 TAG52:4_22:3 40 10 34 11 
874,79 629,39 3,0 TAG52:3_14:0 40 10 34 11 
874,79 633,39 3,0 TAG52:3_14:2 40 10 34 11 
874,79 601,33 3,0 TAG52:3_16:0 40 10 34 11 
874,79 603,33 3,0 TAG52:3_16:1 40 10 34 11 
874,79 573,28 3,0 TAG52:3_18:0 40 10 34 11 
874,79 575,28 3,0 TAG52:3_18:1 40 10 34 11 
874,79 577,28 3,0 TAG52:3_18:2 40 10 34 11 
874,79 579,28 3,0 TAG52:3_18:3 40 10 34 11 
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874,79 547,23 3,0 TAG52:3_20:1 40 10 34 11 
874,79 549,23 3,0 TAG52:3_20:2 40 10 34 11 
876,80 631,40 3,0 TAG52:2_14:0 40 10 34 11 
876,80 603,35 3,0 TAG52:2_16:0 40 10 34 11 
876,80 605,35 3,0 TAG52:2_16:1 40 10 34 11 
876,80 575,30 3,0 TAG52:2_18:0 40 10 34 11 
876,80 577,30 3,0 TAG52:2_18:1 40 10 34 11 
876,80 579,30 3,0 TAG52:2_18:2 40 10 34 11 
876,80 547,24 3,0 TAG52:2_20:0 40 10 34 11 
876,80 549,24 3,0 TAG52:2_20:1 40 10 34 11 
876,80 551,24 3,0 TAG52:2_20:2 40 10 34 11 
878,82 633,42 3,0 TAG52:1_14:0 40 10 34 11 
878,82 635,42 3,0 TAG52:1_14:1 40 10 34 11 
878,82 605,36 3,0 TAG52:1_16:0 40 10 34 11 
878,82 607,36 3,0 TAG52:1_16:1 40 10 34 11 
878,82 577,31 3,0 TAG52:1_18:0 40 10 34 11 
878,82 579,31 3,0 TAG52:1_18:1 40 10 34 11 
878,82 551,26 3,0 TAG52:1_20:0 40 10 34 11 
878,82 521,20 3,0 TAG52:1_22:0 40 10 34 11 
880,83 635,43 3,0 TAG52:0_14:0 40 10 34 11 
880,83 607,38 3,0 TAG52:0_16:0 40 10 34 11 
880,83 579,33 3,0 TAG52:0_18:0 40 10 34 11 
880,83 551,27 3,0 TAG52:0_20:0 40 10 34 11 
880,83 523,22 3,0 TAG52:0_22:0 40 10 34 11 
896,77 597,26 3,0 TAG54:6_18:1 40 10 34 11 
896,77 599,26 3,0 TAG54:6_18:2 40 10 34 11 
896,77 601,26 3,0 TAG54:6_18:3 40 10 34 11 
896,77 595,26 3,0 TAG54:6_18:0 40 10 34 11 
896,77 623,32 3,0 TAG54:6_16:0 40 10 34 11 
896,77 573,21 3,0 TAG54:6_20:3 40 10 34 11 
896,77 625,32 3,0 TAG54:6_16:1 40 10 34 11 
898,79 599,28 3,0 TAG54:5_18:1 40 10 34 11 
898,79 601,28 3,0 TAG54:5_18:2 40 10 34 11 
898,79 603,28 3,0 TAG54:5_18:3 40 10 34 11 
898,79 597,28 3,0 TAG54:5_18:0 40 10 34 11 
898,79 625,33 3,0 TAG54:5_16:0 40 10 34 11 
898,79 573,23 3,0 TAG54:5_20:2 40 10 34 11 
898,79 627,33 3,0 TAG54:5_16:1 40 10 34 11 
898,79 575,23 3,0 TAG54:5_20:3 40 10 34 11 
898,79 631,33 3,0 TAG54:5_16:3 40 10 34 11 
898,79 543,17 3,0 TAG54:5_22:1 40 10 34 11 
900,80 605,29 3,0 TAG54:4_18:3 40 10 34 11 
900,80 601,29 3,0 TAG54:4_18:1 40 10 34 11 
900,80 603,29 3,0 TAG54:4_18:2 40 10 34 11 
900,80 599,29 3,0 TAG54:4_18:0 40 10 34 11 
900,80 573,24 3,0 TAG54:4_20:1 40 10 34 11 
900,80 575,24 3,0 TAG54:4_20:2 40 10 34 11 
900,80 627,35 3,0 TAG54:4_16:0 40 10 34 11 
902,82 631,36 3,0 TAG54:3_16:1 40 10 34 11 
902,82 605,31 3,0 TAG54:3_18:2 40 10 34 11 
902,82 573,26 3,0 TAG54:3_20:0 40 10 34 11 
902,82 629,36 3,0 TAG54:3_16:0 40 10 34 11 
902,82 607,31 3,0 TAG54:3_18:3 40 10 34 11 
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902,82 603,31 3,0 TAG54:3_18:1 40 10 34 11 
902,82 601,31 3,0 TAG54:3_18:0 40 10 34 11 
902,82 575,26 3,0 TAG54:3_20:1 40 10 34 11 
902,82 577,26 3,0 TAG54:3_20:2 40 10 34 11 
902,82 579,26 3,0 TAG54:3_20:3 40 10 34 11 
904,83 633,38 3,0 TAG54:2_16:1 40 10 34 11 
904,83 605,33 3,0 TAG54:2_18:1 40 10 34 11 
904,83 631,38 3,0 TAG54:2_16:0 40 10 34 11 
904,83 607,33 3,0 TAG54:2_18:2 40 10 34 11 
904,83 603,33 3,0 TAG54:2_18:0 40 10 34 11 
904,83 549,22 3,0 TAG54:2_22:1 40 10 34 11 
906,85 633,40 3,0 TAG54:1_16:0 40 10 34 11 
906,85 607,34 3,0 TAG54:1_18:1 40 10 34 11 
906,85 577,29 3,0 TAG54:1_20:0 40 10 34 11 
906,85 635,40 3,0 TAG54:1_16:1 40 10 34 11 
906,85 605,34 3,0 TAG54:1_18:0 40 10 34 11 
906,85 549,24 3,0 TAG54:1_22:0 40 10 34 11 
906,85 551,24 3,0 TAG54:1_22:1 40 10 34 11 
908,86 635,41 3,0 TAG54:0_16:0 40 10 34 11 
908,86 607,36 3,0 TAG54:0_18:0 40 10 34 11 
908,86 579,30 3,0 TAG54:0_20:0 40 10 34 11 
908,86 551,25 3,0 TAG54:0_22:0 40 10 34 11 
930,85 607,29 3,0 TAG56:3_20:3 40 10 34 11 
930,85 657,39 3,0 TAG56:3_16:0 40 10 34 11 
930,85 573,24 3,0 TAG56:3_22:0 40 10 34 11 
930,85 629,34 3,0 TAG56:3_18:0 40 10 34 11 
930,85 635,34 3,0 TAG56:3_18:3 40 10 34 11 
930,85 631,34 3,0 TAG56:3_18:1 40 10 34 11 
930,85 633,34 3,0 TAG56:3_18:2 40 10 34 11 
932,86 631,36 3,0 TAG56:2_18:0 40 10 34 11 
932,86 635,36 3,0 TAG56:2_18:2 40 10 34 11 
932,86 603,30 3,0 TAG56:2_20:0 40 10 34 11 
932,86 633,36 3,0 TAG56:2_18:1 40 10 34 11 
932,86 661,41 3,0 TAG56:2_16:1 40 10 34 11 
932,86 659,41 3,0 TAG56:2_16:0 40 10 34 11 
934,88 633,37 3,0 TAG56:1_18:0 40 10 34 11 
934,88 635,37 3,0 TAG56:1_18:1 40 10 34 11 
934,88 663,43 3,0 TAG56:1_16:1 40 10 34 11 
934,88 661,43 3,0 TAG56:1_16:0 40 10 34 11 
934,88 577,27 3,0 TAG56:1_22:0 40 10 34 11 
936,90 635,39 3,0 TAG56:0_18:0 40 10 34 11 
936,90 607,34 3,0 TAG56:0_20:0 40 10 34 11 
936,90 663,44 3,0 TAG56:0_16:0 40 10 34 11 
936,90 579,28 3,0 TAG56:0_22:0 40 10 34 11 
958,88 631,32 3,0 TAG58:3_20:1 40 10 34 11 
958,88 659,37 3,0 TAG58:3_18:1 40 10 34 11 
992,96 663,40 3,0 TAG60:0_20:0 40 10 34 11 
992,96 691,45 3,0 TAG60:0_18:0 40 10 34 11 
992,96 635,35 3,0 TAG60:0_22:0 40 10 34 11 
992,96 719,50 3,0 TAG60:0_16:0 40 10 34 11 
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Annexe III : Les méthodes d’analyse en ESI-MS 
1) Méthodes d’analyse des TAG 
2) Tableau III-3: Méthode d'analyse des TAG en infusion directe en mode Neutral loss (AG+NH3) 
 
Mode d’acquisition 
Perte du 
neutre (m/z) 
AG perdu 
Gamme de masse 
(m/z) 
DP (eV) EP (eV) CE (eV) CXP (eV) 
+NL 245.220 14:0 700-1000 40 10 33 10 
+NL 273.250 16:0 700-1000 40 10 35 10 
+NL 271.235 16:1 700-1000 40 10 35 10 
+NL 287.263 17:0 700-1000 40 10 35 10 
+NL 301.277 18:0 700-1000 40 10 36 10 
+NL 299.263 18:1 700-1000 40 10 36 10 
+NL 297.249 18:2 700-1000 40 10 36 10 
+NL 295.249 18:3 700-1000 40 10 36 10 
+NL 329.305 20:00 700-1000 40 10 37 10 
+NL 269.22 16:2 700-1000 40 10 35 10 
+NL 267.20 16:3 700-1000 40 10 35 10 
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3) Méthode d’analyse des MGDG 
Mode de scan NL AG Mass range DP EP CE CXP 
+NL 144,21 8:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 222,37 14:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 224,37 14:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 226,37 14:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 228,37 14:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 250,42 16:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 252,42 16:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 254,42 16:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 256,42 16:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 278,48 18:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 280,48 18:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 282,48 18:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 284,48 18:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 306,53 20:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 308,53 20:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 310,53 20:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 312,53 20:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 334,58 22:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 336,58 22:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 338,58 22:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 340,58 22:0 500-1100 100 11 47 17 
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4) Méthode d’analyse des DGDG 
Scan mode NL Gal+AG Mass range DP EP CE CXP 
+NL 306,20 Gal-8:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 384,30 Gal-14:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 386,30 Gal-14:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 388,30 Gal-14:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 390,30 Gal-14:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 412,20 Gal-16:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 414,20 Gal-16:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 416,20 Gal-16:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 418,20 Gal-16:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 440,10 Gal-18:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 442,30 Gal-18:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 444,30 Gal-18:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 446,40 Gal-18:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 468,50 Gal-20:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 470,50 Gal-20:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 472,50 Gal-20:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 474,50 Gal-20:0 500-1100 100 11 47 17 
+NL 496,58 Gal-22:3 500-1100 100 11 47 17 
+NL 498,58 Gal-22:2 500-1100 100 11 47 17 
+NL 500,58 Gal-22:1 500-1100 100 11 47 17 
+NL 502,58 Gal-22:0 500-1100 100 11 47 17 
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5) Liste des standards internes 
Q1 m/z Q3 m/z Temps (s) Identifient DP (V) EP (V) CE (V) CXP(V) 
675,5 269,3 3 IS PA  -180 -10 -50 -13 
718,5 269,3 3 IS PE  -160 -10 -48 -11 
749,5 269,3 3 IS PG  -130 -10 -48 -17 
793,5 225,2 3 IS PI  -85 -10 -62 -10 
793,5 269,3 3 IS PI-2 -85 -10 -62 -10 
762,6 184,1 3 IS PC  40 10 47 9 
866,8 579,3 3 IS_TAG 40 10 34 11 
614,5 327,1 3 IS_DAG 86 10 34 12 
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Annexe IV : supplément résultats chapitre 2 
Tableau 1 : Les différentes combinaisons du TAG 58:3 avec le C16, C18, C20 et C22. Seules deux 
combinaisons entourées en rouge correspondent au résultat de l’analyse par infusion directe. 
 
TAG 58:3 
18:0/20:0/20:3 
18:1/20:0/20:2 
18:2/20:0/20:1 
18:1/20:1/20:1 
18:3/20:0/20:0 
18:0/20:2/20:1 
18:0/18:0/22:3 
18:1/18:0/22:2 
18:2/18:0/22:1 
18:3/18:0/22:0 
18:1/18:1/22:1 
18:2/18:1/22:0 
16:0/20:0/22:3 
16:1/20:0/22:2 
16:2/20:0/22:1 
16:3/20:0/22:0 
16:1/20:1/22:1 
16:0/20:2/22:1 
16:0/20:3/22:0 
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Tableau 2 : Les combinaisons des TAG 54:3 chez A.thaliana et le TAG 50:5 et le TAG 50:6 
chez le P. sativum. 
TAG 54:3 TAG 50:5 TAG 50:6 
16:1-18:2-20:0 14:0-18:2-18:3 14:0-18:3-18:3 
16:0-18:3-20:0 16:1-16:1-18:3 16:0-16:3-18:3 
18:1-18:1-18:1 16:0-16:2-18:3 16:1-16:2-18:3 
18:0-18:0-18:3 16:1-16:2-18:2 16:2-16:2-18:2 
18:0-18:1-18:2 16:2-16:2-18:1 16:2-16:3-18:1 
16:1-18:1-20:1 16:2-16:3-18:0 16:3-16:3-18:0 
16:0-18:1-20:2 14:2-16:3-20:0 14:2-16:3-20:1 
16:1-18:0-20:2 14:2-16:0-20:3 14:2-16:1-20:3 
16:1-18:2-20:0 14:2-16:1-20:2 14:3-16:0-20:3 
16:2-18:0-20:1 14:3-16:0-20:2 14:3-16:1-20:2 
16:3-18:0-20:0 14:3-16:1-20:1 14:3-16:2-20:1 
16:0-18:0-20:3 14:3-16:2-20:0 14:1-16:3-20:2 
16:1-16:1-22:1 14:1-16:1-20:3 14:2-16:2-20:2 
16:0-16:1-22:2 14:1-16:3-20:1 14:3-16:0-20:3 
16:0-16:0-22:3 14:0-22:2-14:3 14:3-16:3-20:0 
16:1-16:0-22:2 14:1-22:1-14:3 14:0-22:3-14:3 
16:2-16:0-22:1 14:0-22:3-14:2 14:1-22:3-14:2 
16:3-16:0-22:0 14:1-22:3-14:1 14:2-22:2-14:2 
 14:2-18:0-18:3 14:2-22:1-14:3 
 14:1-18:1-18:3 14:3-22:0-14:3 
 14:3-18:0-18:2 14:3-18:0-18:3 
  14:2-18:2-18:2 
  14:1-18:2-18:3 
  14:3-18:2-18:1 
  14:2-18:1-18:3 
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Tableau 3 : Les espèces lipidiques du PG des plastoglobules et des enveloppes/thylacoïdes chez le P. sativum. Chaque espèce contient un ou plusieurs 
isomères. 
 32:0 32:1 34:0 34:1 34:2 34:3 34:4 36:1 36:3 36:4 36:5 36:6 38:1 38:2 38:3 38:4 
P
la
s
to
g
lo
b
u
le
s
 16:0-16:0 
14:0-18:0 
16:0-16:1 
14:0-18:1 
14:0-20:0 
16:0-18:0 
16:0-18:1 
16:1-18:0 
16:0-18:2 
16:1-18:1 
16:0-18:3 
16:1-18:2 
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16:1-22:3 
T
h
y
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c
o
ïd
e
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16:0-16:0 
14:0-18:0 
16:0-16:1 
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18:2-18:2 
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18:2-18:3 18:3-18:3 16:0-22:1 
16:0-22:2 
18:2-20:0 
16:0-22:3 
16:1-22:2 
18:1-20:2 
18:2-20:1 
18:3-20:0 
16:1-22:3 
 
 
176 
Tableau 4 : Comparaison entre les espèces lipidiques du PG des plastoglobules chez A.thaliana et celles du P. sativum. 
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Tableau 5 : Comparaison entre les espèces lipidiques des TAG des plastoglobules chez A.thaliana et celles du P. sativum identifiées par LC-MS/MS. Chaque espèce 
contient un ou plusieurs isomères. 
 
46:0 46:1 46:2 48:1 48:2 50:1 50:2 50:5 50:6 52:2 54:3 54:6 
A
.t
h
a
li
a
n
a
 
14:0/14:0/18:0 
14:0/16:0/16:0 
14:0/14:0/18:1 
14:1/14:0/18:0 
14:0/16:0/16:1 
14:1/16:0/16:0 
14:0/16:1/16:1 
14:1/16:1/16:0 
14:0/16:0/18:1 
14:0/16:1/18:0 
14:0/16:0/18:2 
14:0/16:1/18:1 
14:1/16:1/18:0 
14:1/16:0/18:1 
14:0/16:1/20:0 
16:0/16:0/18:1 
16:1/16:0/18:0 
16:0/16:1/18:1 
16:0/16:0/18:2 
  
16:0/18:0/18:2 
16:1/18:0/18:1 
18:0/18:1/18:2 18:2/18:2/18:2 
P
. 
s
a
ti
v
u
m
 
14:0/16:0/16:0 
14:0/14:0/18:1 
14:0/16:0/16:1 
14:1/16:0/16:0 
14:0/16:1/16:1 
14:1/16:1/16:0 
14:0/16:0/18:1 
14:0/16:1/18:0 
14:0/16:0/18:2 
14:0/16:1/18:1 
16:0/16:0/18:1 
16:1/16:0/18:0 
16:0/16:1/18:1 
16:0/16:0/18:2 
14:0/18:2/18:3 14:0/18:3/18:3  18:1/18:1/18:1 18:1/18:2/18:3 
 
Tableau 6 : Comparaison entre les espèces lipidiques des DAG de plastoglobules chez A.thaliana et celle du P. sativum. Chaque espèce contient un ou plusieurs 
isomères. 
 
 28:2 30:0 30:1 30:2 30:3 32:0 32:1 34:0 34:2 36:3 
A.thaliana 14:1/14:1 14:0/16:0  14:1/16:1 
 14:0/18:0 
16:0/16:0 
14:0/18:1 
16:0/16:1 
16:0/18:0 
16:0/18:2 
16:1/18:1 
18:1/18:2 
P. sativum  14:0/16:0 14:0/16:1  
14:0/16:3 
14:1/16:2 
14:2/16:1 
14:3/16:0  
14:0/18:0 
16:0/16:0 
14:0/18:1 
16:0/16:1 
16:0/18:0 
16:0/18:2 
16:1/18:1 
18:1/18:2 
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